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RESUMO

Sementes de cereais nfo sfo boas fontes de aminoédcidos essenciais, particularmente
lisina e treonina, sintetizados a partir da via metabdlica do acido aspértico. Embora muitas
enzimas desta via tenham sido estudadas em véarias espécies de plantas superiores, o
metabolismo de lisina e treonina ainda ¢ totalmente desconhecido em sorgo. Neste trabalho,
foram estudadas duas enzimas, aspartato quinase (AK) e homoserina desidrogenase (HSDH).
Condic8es otimas de ensaio foram estabelecidas para a determinacgiio das atividades de AK e
HSDH. Os maiores niveis de atividade foram observados em sementes imaturas de sorgo,
utilizando-se para ambos ensaios 50 uL de amostra ¢ um periodo de incubagdo de 10 2 30 min,
dependendo da enzima a ser avaliada e da concentracio de proteinas do extrato. Particularmente
para HSDH, o co-fator mais efetivo para determinagio de atividade foi o NADP. Precipitagio
com sulfato de amonio, cromatografia de troca anidnica e cromatografia de filtracio em gel
foram os metodos de separagio de proteinas utilizados para purificar e identificar as isoenzimas
de AK e HSDH de sementes de sorgo. Dois picos de atividade de AK foram eluidos a partir de
coluna de troca anidnica (DEAE-Sephacel) com 183 e 262 mmol.L” KCl. Os dois picos foram
fortemente inibidos por lisina. Com relaciio & HSDH, dois picos sobrepostos foram eluidos com
145 ¢ 183 mmol.L” KCl, sendo o primeiro pico resistente 2 inibicdo por treonina € o segundo
sénsivel 4 inibicdo por este aminoacido. Entretanto, através de coluna cromatografica de filtracéo
em gel (Sephacryl S-200) foi observado um pico de atividade de AK co-eluido juntamente com o
bifuncional AK-HSDH em sorgo € a massa molecular dessa isoenzima foi estimada em 164 kDa.
A AK foi purificada cerca de 30 vezes pelos métodos utilizados.

As atividades de AK e HSDH foram estudas na presenca de lisina, treonina, metionina,
valina, cdlcio, EGTA, calmodulina, SAM, AEC e concentragdes crescentes de KCl. A AK foi
inibida por treonina e lisina, confirmando a existéncia de duas isoenzimas, uma sensivel 3
inibi¢@o por treonina e outra a inibi¢do por lisina, sendo esta Gltima predominante em sementes
de sorgo. Metionina, SAM + lisina e AEC, também inibiram a atividade de AK, entretanto, KCl
e cdlcio também nfo promoveram alteracSes na atividade desta enzima, confirmando que a AK
de sorgo ndo € regulada por célcio. HSDH foi inibida por treonina indicando a existéncia de uma
HSDH sensivel & treonina, porém, a maior parte da atividade nfio foi inibida por treonina,

confirmando a existéncia de uma segunda HSDH quantitativamente predominante, resistente 4
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inibi¢do por treonina. Valina e SAM + treonina também inibiram a atividade de HSDH enquanto
que KCl e célcio ndo promoveram nenhuma alteragfo na atividade da enzima.

Com relagfio as proteinas de reserva de sorgo presentes nas sementes do hibride
comercial MASSA 03, fol observada alta concentragfio de glutelinas e baixa concentragfio de
kafirinas, equivalentes as concentrages encontradas nos mutantes alta lisina. Semelhantemente,
em relacdo aos aminodcidos solliveis, o sorgo MASSA 03, também apresentou concentragdes
compativeis as dos gendtipos mutantes alta lisina, sugerindo que este hibrido comercial também
apresenta caracteristica de alta lisina. Entretanto, para programas de melhoramento, o gendtipo
de sorgo mais viavel seria o mutante IS16227, devido a seu alto desempenho no que diz respeito

as proteinas de reserva e aminodcidos soliveis.
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SUMMARY

Cereal seeds are poor sources of essential amino acids, in particular lysine and threonine,
which are synthesized as part of the aspartic acid metabolic pathway. Many of the enzymes of
this pathway have been studied in several higher plants species, however, the metabolism of
lysine and threonine in sorghum is unknown. In this work were studied two of the enzymes of
this pathway in sorghum, aspartate kinase (AK) and homoserine dehydrogenase {HSDH). Assay
conditions were optimized for the determination of AK and HSDH activities. The highest levels
of activity for both enzymes were observed from immature sorghum seeds using 50 pL of sample
and an incubation period from 10 to 30 min. The co-factor that had the greatest effect on HSDH
activity was NADP. To separate, purify and identify the various isoforms of the AK and HSDH
from sorghum seeds, the extracts were subjected to ammonium sulphate precipitation, anion-
exchange chromatography and gel filtration chromatography. Two AK activity peaks at 183 and
262 mmol.L" KCL were eluted by anion-exchange chromatography (DEAE-Sephacel). Both of
these activity peaks were strongly inhibited by lysine. For HSDH, two activity peaks were
eluded at 145 and 183 mmol.L™ KCl, with the first peak being resistant to threonine inhibition
while the second was sensitive to threonine inhibition. However, through gel filtration
chromatography (Sephacryl S-200), one peak of AK activity co-eluted with one peak of HSDH
and both were sensitive to threonine inhibition, suggesting the presence of a bifunctional AK-
HSDH isoenzyme in sorghum, with a molecular mass estimated as 164 kDa. Using these protein
separation methods, AK was partially purified by 30-fold when compared to the crude extract.

The activities of AK and HSDH were studied in the presence of lysine, threonine,
methionine, valine, calcium, EGTA, calmodulin, SAM, AEC and increasing concentrations of
KCl. AK showed inhibition by threonine and lysine confirming the existence of two isoenzymes,
one sensitive to threonine and the other sensitive to lysine, the latter being predominant in
sorghum seeds. Methionine, SAM plus lysine and AEC also inhibited AK activity, however,
increasing KCl concentrations and caicium did not produce any significant effect on AK activity,
confirming that calcium does not play a role in AK regulation in sorghum seeds. HSDH also
exhibited some inhibition by threonine, but the majority of its activity was not inhibited, thus
indicating the existence of a threonine sensitive isoenzyme and a second predominant

isoenzyme, which was resistant to threonine inhibition. Valine and SAM plus threonine also
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inhibited HSDH, however, increasing concentrations of KCl and calcium had no inhibitery
effect. |

Regarding seed storage proteins of sorghum, the commercial hibrid MASSA 03 used in
this study showed a high concentration of glutelins and a low concentration of kafirins similarly
to what was described for several high lysine mutants lines. Furthermore, the concentration of
soluble amino acids was also compatible to those of the high lysine mutant lines, which suggest
that this commercial hibrid may also be considered as a high lysine sorghum.

Finally, for genetic improvement programs, the sorghum mutant genotype 1516227
should be evaluated due to its higher contents and quality of its seed storage proteins and soluble

aminc acid.



1. INTRODUCAQ

Os aminoécidos sfio os principais compostos nitrogenados das plantas € a base da sintese
de proteinas e enzimas. Existem 20 diferentes aminoédcidos normalmente incorporados em
proteinas, embora possam estar sujeitos a alteracBes tais como fosforilacho, metilacio e
acetilacBo. Além daqueles que compdem as proteinas, mais de 300 aminodcidos adicionais foram
caracterizados em plantas. Estes aminodcidos podem representar um papel vital como
intermediarios de uma via metabélica, como o caso da ornitina, homoserina ou cistationina.
Além disso, também podem atuar como principal reserva de nitrogénio, como o caso da
canavanina ou ainda podem ser sintetizados em resposta a agentes estressores, além de existir
grande possibilidade de que alguns deles possam atuar como agentes inseticidas ou fungicidas
(Azevedo et al., 1997; Molina et al., 2001; Lea & Azevedo, 2003).

Os seres humanos e os animais monogastricos nfo sio capazes de sintetizar nove dos
aminodcidos que compdem as proteinas, sendo eles, lisina, treonina, metionina, fenilalanina,
triptofano, isoleucina, leucina, valina ¢ histidina, apesar de serem capazes de converter metionina
a cisteina e fenilalanina a tirosina (Lea & Azevedo, 2003). Devido a esse fato, estes aminodacidos
sdo denominados de essenciais e devem ser adquiridos através da dieta (Galili et al., 2002). Os
vegetais ¢ a majona das baciérias ¢ fungos tém a capacidade de sintetizar todos os vinte
aminodcidos necessarios 4 sintese protéica (Azevedo et al., 1997). Os aminoacidos podem ser
classificados em familias de acordo com a via de sintese em que estdo envolvidos. Estas vias
sofrem uma complexa regulagdo para que ndo haja desperdicio de energia e de nutrientes
importantes como carbono, nitrogénio e enxofre.

Normalmente, as enzimas envolvidas na sintese de aminoacidos essenciais estfio
localizadas nos cloroplastos foliares ou nos plastideos de érgéos nfio fotossintetizantes, tais como
sementes e raizes (Lea & Azevedo, 2003). Quatro dos aminoacidos, lisina, treonina, metionina e
isoleucina, sdo sintetizados em wma via ramificada com o aspartato como precursor comum
{Rognes, 1990; Azevedo et al., 1997).

Na década de 90, pesquisas revelaram que as fontes de proteinas vegetais forneciam 65%
do total de proteinas ingeridas no mundo inteiro, com grios de cereais representando 47%,
enquanto que legumes, nozes e sementes oleaginosas somente 8%. As fontes protéicas vegetais
em paises desenvolvidos constituiam de baixa proporgo em comparagdo com as fontes animais,

porém eram a principal fonte de paises em desenvolvimento (Millward, 1999). Entretanto, os



cereais sdo geralmente deficientes em lisina e treonina, e legumes em metionina. Devido as
deficiéncias apontadas, tem sido de grande interesse o estudo da via de conversfo do aspartato a
lisina, treonina, metionina e isoleucina nesses vegetais (Azevedo et al., 1997).

O sorgo, por sua vez, ¢ um importante cereal amplamente utilizado na alimentagfio
animal, porém apresenta deficiéncia em lisina e treomina, sendo o metabolismo destes
aminoacidos praticamente desconhecido nesta cultura. Neste contexto se insere este trabalho.

Para a obtenc#o de material nutritivamente superior que acumule estes aminoécidos, a
manipulacio genética de enzimas da via do acido aspértico, particularmente neste caso, aquelas
consideradas como chaves na regulacfo da biossintese de lisina e treonina, pode ser de relevante
importancia.

Com base na literatura, consideramos a possibilidade das enzimas da via do aspartato
apresentarern comportamentos similares as de outros cereais, onde para ocorrer actmulo de
lisina e treonina € necessario simultaneamente, aumentar a biossintese e reduzir o catabolismo
em sementes. Contudo, no processo de ensilagem a planta toda € utilizada e o acimulo de lisina
no grio poderia ndo ser necessario, mas apenas nas folhas, come j4 demonstrado para outros
cereais, mas de qualquer forma a contribuicfio das sementes, compondo 30% do total da massa
verde utilizada nfio deve ser desprezada. No entanto, ser& que esta linha de pensamento baseada
em dados da literatura € verdadeira para sorgo?

No desafio para desvendar essa questdo, foi proposto neste trabalho o estudo da via de
biossintese de lisina e treonina nesta planta, o qual sera concentrado no isolamento e
caracterizaco de duas das principais enzimas regulatorias desta via, a aspartato quinase {AK) e

homoserina desidrogenase (HSDH).

2. OBJETIVOS

- Otimizac8o das condi¢des de ensaio das enzimas AK e HSDH;

- Verificar a presenca das enzimas AK e HSDH em diferentes 6rgéios de plantas de sorgo;
- Purificar parcialmente as enzimas AK e HSDH de sementes imaturas de sorgo;

- Isolar e caracterizar possiveis isoformas de AK e HSDH de sorgo;

- Verificar o efeito de aminoécidos, calcio e outros efetores na atividade de AK e HSDH;
- Quantificacfio de proteinas de reserva em diferentes genodtipos de sorgo;

- Quantificaco de amino4acidos solliveis em diferentes genétipos de sorgo.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Via metabélica do 4cido aspartico

A asparagina ¢ um dos principais componentes transportador e de reserva de nitrogénio
nas plantas. Este composto ¢ sintetizado pela transferéncia de um nitrogénio do grupo amida da
glutamina para aspartato. A enzima asparaginase atua no metabolismo da asparagina formando
aspartato € aménia, sendo que esta 1ltima € reassimilada através do ciclo glutamato sintase
também conhecido como ciclo GS / GOGAT (Lea & Azevedo, 2003) (Figura 1).

O aspartato € o precursor comum da sintese dos aminoacidos essenciais treonina, lisina,
metionina € isoleucina (Azevedo et al., 1997; Azevedo, 2002; Azevedo & Lea, 2001). Devido as
baixas concentragSes de lisina e treonina encontradas nas sementes dos cereais, varias pesquisas
estio sendo realizadas no sentido de se obter maiores conhecimentos sobre o controle genético e
bioquimico de cada ramo da via do 4cido aspértico, que leva 2 biossintese destes aminoécidos,
para futura manipulagio genética com a finalidade de se produzir plantas superprodutoras e
acumuladoras de lisina e treonina nas sementes (Azevedo, 2002; Lea & Azevedo, 2003).

Inicialmente, a regulagéio da via do aspartato foi estudada com mais detalhes em plantas
de Lemna paucicostata, onde o metabolismo de 14C-asp2rtato foi monitorado na sintese de
proteinas e dos aminoacidos solliveis lisina, treonina, metionina ¢ isoleucina, na presenca desses
aminoacidos sozinhos € combinados (Giovanelli et al., 1989). A analise dos resultados obtidos
permitiu algumas conclusdes importantes: (1) a enzima aspartato quinase ndo foi a principal
reguladora do fluxo de carbono da via; (2) dihidrodipicolinato sintase foi proposta como a
enzima chave da sintese de lisina; (3) in vitro, a sintese de treonina nfo sofreu regulacio; (4)
evidéncias de que a cistationina y-sintase ¢ a enzima chave da sintese de metionina e (5)
isoleucina inibiu a conversfo de treonina 4 isoleucina, sendo que a enzima chave foi a treonina
desidratase (Giovanelli et al., 1989).
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FIGURA 1. ReagOes enzimaticas importantes na assimilacio de amoénia. GS, glutamina sintetase;
GOGAT, glutamato sintase; AS, asparagina sintetase; AAT, aspartato aminotransferase (Lea &
Azevedo, 2003).

A aspartato quinase (AK, EC 2.7.2.4), primeira enzima da via, catalisa a fosforilag@io do
aspartato em [-aspartil fosfato, que por sua vez € convertido a B-aspartil semialdeido (ASA) em
uma reaciio catalisada pela enzima aspartato semialdeido desidrogenase (EC 1.2.1.11). A partir
deste ponto a via € dividida em dois ramos, um responsavel pela biossintese de lisina, enquanto
que o outro ramo, ap6s sofrer outra divisdo subsequente, forma dois sub-ramos, sendo um deles
responsavel pela biossintese de treonina e o outro pela biossintese de metionina. O aminoécido
lisina ¢ sintetizado a partir do ASA apés sete reagles enzimdaticas consecutivas iniciadas pela
enzima dihidrodipicolinato sintase (DHDPS, EC 4.2.1.52). No outro ramo da via, ASA €

reduzido a homoserina com NADPH ou com NADH servindo como um substrato (Azevedo &



Lea, 2001), em uma reacfo catalisada pela enzima homoserina desidrogenase (HSDH, EC
1.1.1.3). A homoserina ¢ fosforilada para O-fosfohomoserina pela acfo da enzima homoserina
quinase (HK, EC 2.7.1.39), a qual ¢ convertida a treonina pela enzima treonina sintase (TS, EC
4.2.99.2) (Laber et al., 1999). Isoleucina ¢ sintetizada a partir de trecnina apds urna seqiiéncia de
cinco reagles enziméticas. A sintese do aminodcido metionina segue um ramo separado da via,
iniciado a partir da O-fosfohomoserina seguindo trés reagdes enziméaticas envolvendo as enzimas
cistationina y-sintase (CS, EC 4.2.99.9), cistationina B-liase (EC 4.4.1.8) e metionina sintase (EC
2.1.1.13). S-adenosilmetionina (SAM), um dos principais doadores de grupos metil em plantas
{Rognes et al., 1980), € sintetizada a partir de metionina em uma reacdic enzimatica catalisada
pela enzima S-adenosilmetionina sintase (EC 2.5.1.6) (Azevedo, 2002) (Figura 2).

A regulagio da sintese de alguns aminoacidos por retroinibigfio foi descrita previamente
em bactérias e plantas superiores. Estudos bioguimicos, moleculares e genéticos tém aumentado
grandemente o conhecimento a respeito da regulacfo da via do aspartato, revelando que muitas
enzimas presentes nos ramos desta via s#0 positiva ou negativamente reguladas por retroinibi¢so
pelos aminodcidos produtos finais ou seus andlogos (Azevedo & Lea, 2001) e por interaces
génicas (Brennecke et al., 1996).

3.1.1. Aspartato quinase

A aspartato quinase (AK) foi inicialmente identificada, purificada e caracterizada em
microrganismos, principalmente em estudos com Escherichia coli. Entretanto, em plantas, a AK
¢ estudada ha cerca de 35 anos e sua identificagfio, purificagiio e caracterizacdo bioquimica
realizada em alguns cultivares economicamente importantes tais como Arabidopsis thaliana
(Azevedo et al., 1997), milho (Azevedo et al., 1992a,b,c), cevada (Bright et al, 1982), cenoura
(Bonner et al., 1986), grio-de-bico (Dey & Guha-Mukhrjee, 1999) , arroz (Teixeira et al., 1998),
tabaco (Frankard et al., 1992), ervilha (Azevedo & Lea, 2001) ¢ soja (Azevedo et al., 1997,
Azevedo & Lea, 2001), entre outras (Tabela 1).

Virios graus de inibigdo da atividade de AK por retroinibi¢fic foram observados através
de estudos utilizando aminoacidos como lisina, treonina e metionina. Diferentes isoenzimas
mostraram ser inibidas por lisina, treonina ou sinergisticamente por lisina ¢ SAM, sendo que esta
tltima pode também inibir sozinha a atividade de AK ou pode, em altas concentracdes, estimular

sua atividade em A4. thaliana, (Azevedo & Lea, 2001). Devido & retroinibigfio da atividade de
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AK, os aminoécidos produtos finais lisina ¢ treonina podem regular suas proprias sinteses
{Azevedo et al., 1997).
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FIGURA 2 — Via metabolica do 4cido aspértico.



Outro aspecto importante da regulacfio da AK muito estudado e que tem levado a muitas
controvérsias, é a possibilidade de regulagfio da atividade enzimética por célcio ¢ calmodulina.
Célcio € conhecido como modulador da atividade de vérias enzimas e como um importante
mensageiro secundario na transdugfio de sinais em plantas (Dey & Guha-Mukhrjee, 2000; Lugli
et al.,, 2000). Calmodulina, por sua vez, é considerada como o componente central de um
complexo sisterna em cascata de proteinas quinases que, interagindo com outros componentes,
exerce controle sobre muitos dos metabdlitos essenciais ¢ fungdes fisioldgicas da célula (Lugli et
al., 2000).

TABELA 1. Padrio de retroinibi¢@io da enzima AK isolada de plantas superiores. L = lisina, T=
treonina, SAM = S-adenosilmetionina, LSAM = lisina + S-adenosilmetionina, LT = lisina +

treonina, LM = lisina + metionina, LTM = lisina + treonina + metionina {Azevedo et al., 1997).

PLANTA RETROINIBICAQ

i

Girassol

Diferentes estudos sugeriram que as isoenzimas de AK sensiveis a lisina e treonina sdo
estimuladas por célcio com calmodulina integrando a holoenzima como uma de suas
subunidades. Em grio-de-bico e cevada, este modelo de regulagiio foi proposto. No entanto, em
cenoura, milho e arroz, as isoenzimas de AK sensiveis a lisina e treonina ndo foram afetadas por

calcio, EGTA, calmodulina ou antagonistas de calmodulina. Além disso, sitios de ligagdo de
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calcio ou seqiiénceias genéticas de calmodulina nio foram relacionadas com a seqgliéncia do gene
da AK em muitas espécies de plantas. De maneira semelhante & da AK, a modulacfio da
atividade de HSDH sensivel a treonina de folhas de espinafre também foi relatada como sendo
estimulada por calcio (Azevedo et al., 1997; Azevedo & Lea, 2001; Azevedo, 2002).

A distribuicdo das isoenzimas de AK pode variar muito, dependendo do tecido vegetal e
estagio de desenvolvimento. A isoenzima AK sensivel 2 lisina aparece como predominante em
células de tecidos de crescimento rapido (Lea et al., 1979; Bryan, 1990) e, em geral, chega a
representar cerca de 80% da atividade total da enzima nas plantas estudadas, com excecfo de
Coix lacryma-jobi {Lugli et al., 2002), cotilédones e cultura de células de soja (Azevedo & Lea,
2001; Azevedo, 2002) e raizes de cenoura, onde a isoenzima AK sensivel a treonina representa
60 a 70% da atividade total de AK (Azevedo et al., 1997; Azevedo, 2002).

Estudos a partir de cromatografia de troca anidnica e filtracdo em gel forneceram os
melhores meios de separagfio e purificacdo das isoenzimas de AK (Azevedo & Lea, 2001). Em
folhas de cevada, trés picos de atividade da enzima foram eluidos em coluna de DEAE-celulose,
sendo o primeiro pico referente & isoenzima da AK sensivel 4 inibi¢&o por treonina, denominada
de AKI e os outros dois picos, um referente 2 isoenzima sensivel a inibicio por lisina e o outre
por lisina mais SAM, denominadas de AKIl e AKII, respectivamente. Em milho, duas
isoenzimas de AK sensiveis a lisina foram eluidas em colunas de cromatografia de troca
aﬁiénica, sendo que a isoenzima sensivel & treonina se sobrepds ao primeiro pico, referente a AK
sensivel a lisina (Azevedo et al., 1997).

A determinacdo da massa molecular das isoenzimas da AK foi realizada em muitas
plantas e revelou algumas variacdes entre as espécies (Azevedo & Lea, 2001). Foram relatadas
massas de valores 104 kDa, 124 kDa e 140 kDa para a isoenzima AK sensivel & lisina de milho
quando analisada por eletroforese ndo desnaturante (PAGE) e 254 kDa por cromatografia de
filtracdo em gel (Dotson et al., 1989). Em outro trabalho com milho, também foram relatadas
diferentes massas moleculares para esta isoenzima, variando de 139 kDa por PAGE nfo
desnaturante ¢ 150 kDa por cromatografia de filtragdo em gel. As subunidades que compdem
esta isoenzima foram relatadas como possuindo massas de 49 kDa e 60 kDa através de SDS-
PAGE (Azevedo et al., 1992a). A AK sensivel a lisina de cenoura, também mostrou consideravel

variagfo na massa molecular quando determinada por diferentes métodos, variando de 100 kDaa



253 kDa (Relton et al., 1988; Azevedo & Lea, 2001), enguanto que a isoenzima da AK sensivel &

treonina apresentou uma massa de aproximadamente 180 kDa (Azevedo et al., 1997).

3.1.2. Homoserina desidrogenase

A homoserina desidrogenase (HSDH, EC 1.1.1.3) esta localizada principalmente nos
cloroplastos e foi caracterizada inicialmente em procariotos, principalmente em E. coli, a qual foi
inibida por treonina {Azevedo & Lea, 2001). Esta enzima foi muito estudada em extratos brutos
ou parcialmente purificados de plantas superiores. Duas isoenzimas de HSDH, uma sensivel
purificadas at¢ a homogeneidade em culturas de células em suspensfo ¢ plantulas de mitho. As
duas isoenzimas apresentaram grandes diferencas em relacio a massa molecular. Para a HSDH
resistente & treonina foi determinada uma massa de 70 kDa e para a iscenzima sensivel a treonina
uma massa de 190 kDa. A atividade da isoenzima alostérica da HSDH sensivel a treonina pode
ser facilmente alterada e estd envolvida na biossintese de aminoécidos, enquanto que a funcio
fisiolégica da isoenzima citoplasmatica resistente a treonina permanece desconhecida (Azevedo
et al., 1997).

Em E. coli, trés isoenzimas de AK foram identificadas e duas delas também apresentaram
atividade de HSDH. Esta proteina bifuncional AKI-HSDHI foi inibida por treonina enquanto
AKII-HSDHII foi inibida por metionina. A terceira isoenzima, AKIII gue apresentou somente
atividade de AK, foi inibida por lisina (Azevedo et al., 1997).

Em plantas, foi relatada a existéncia de uma proteina bifuncional contendo atividades de
AK e HSDH (Aarnes & Rognes, 1974). Em cenoura porém, o padric de inibigdo por
retroinibi¢@io ndo foi determinado, sendo observadas muitas semelhancas entre a seqiiéncia de
aminodcidos da AKI-HSDHI de E. coli e a isoenzima de cenoura (Wilson et al,, 1991). Em
mitho, também foram obtidas evidéncias bioquimicas da co-purificagio de AK sensivel a
treonina e HSDH (Azevedo et al., 1992b). Todos estes estudos estio de acordo com os resultados
inicialmente obtidos em ervilha, onde se encontrou a primeira evidéncia em plantas da existéncia
de uma proteina bifuncional contendo atividade AK sensivel a treonina e HSDH
semelhantemente ao encontrado em E. coli (Azevedo et al., 1997; Azevedo & Lea, 2001; Paris et
al., 2002).



3.1.3. Dihidrodipicolinato sintase

A primeira enzima da biossintese de lisina, dihidrodipicolinato sintase (DHDPS, EC
4.2.1.52), catalisa a condensagio do piruvatc e aspartaioc semialdeido para 4cido
dihidrodipicolinico (figura 2). A DHDPS foi purificada e caracterizada 20s niveis bioquimicos ¢
Varios estudos apontam que o passc regulatorio chave na biossintese de lisina € a DHDPS
(Vauterin et al., 1999). Apenas uma forma dessa enzima foi detectada em plantas, a0 contrario da
AK e HSDH, as quais possuem diferentes isoenzimas. Em trigo, por exemplo, uma tnica
DHDPS de 123 kDa foi identificada ¢ separada em quatro polipeptideos variando de 32 kDa a 35
kDa através de cromatografia liquida de fase reversa de alta eficiéncia (Kumpaisal et al., 1987).
Diferentes massas moleculares de DHDPS tém sido observadas, variando de 115 kDa em
espinafre, 127 kDa em ervilha, 130 kDa em milho ¢ 167 kDa em tabaco (Azevedo & Lea, 2001).

Em Nicotiana sylvestris, a estrutura da DHDPS foi confirmada como sendo um
tetrdmero, com maior sensibilidade a lisina quando comparada a E. cofi. Dois clones de ¢cDNA
que codificam duas subunidades 35 kDa e 36 kDa da DHDPS foram primeiramente isolados em
trigo. A seqiiéncia de aminoacidos mostrou uma homologia de 94% (Kaneko et al., 1990). Um
clone de ¢cDNA de DHDPS de milho foi isolado e mostrou co_dificar uma proteina de 35,8 kDa,
com 86 a 88% de homologia com a seqiiéncia de aminoacidos de trigo (Frisch et al., 1991). Por
mutagénese, foram obtidos e selecionados alguns mutantes de milho que expressam uma
DHDPS de E. coli, os quais se mostraram resistentes a s-2-aminoetil-L-cisteina (AEC). A
substituicdo de um tnico aminoéacido nas posigdes 157, 162 e 166, revelou eliminar a inibicio
por lisina da enzima por retroinibi¢fio. Clones de ¢DNA codificando DHDPS também foram
isolados em soja, dlamo e A. thaliana. No entanto, apenas 74% das seqiiéncias de aminoacidos
idénticas foram detectadas entre as proteinas de monocotiledbneas e dicotiledéneas (Silk et al.,
1994). Todos os clones de cDNA de DHDPS mostraram conter 0s mesmos peptideos sinais de
plastideos, confirmando a localizagfo da enzima no cloroplasto. Em trabalhos mais recentes, as
900 bases da regifio upstream da seqiiéncia do promotor do gene de A4. thaliana foi utilizado para
estudos de expressdo do gene reporter GUS em A. thaliana e N. sylvestris (Vauterin et al., 1999).
A DHDPS fo1 expressa no meristema e tecido vascular das raizes, caules e folhas, em particular
nas células companheiras do floema, mas néo nas células palissidicas fotossinteticamente ativas
de folhas maduras (Azevedo & Lea, 2001). Os estudos de localizagio da DHDPS estio de
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acordo com os dados obtidos & partir dos genes que codificam as isoenzimas AK-HSDH (Zhu-
Shimeoni et al., 1997; Zhu-Shimoni & Galili, 1998).

3.1.4. Enzimas ASD, DHPR ¢ DBC

Existern algumas outras enzimas relacionadas & via do aspartato bem menos estudadas
em plantas, como € o caso da (1) aspartato semialdeido desidrogenase (ASD, EC 1.2.1.11),
responsavel pela redugfo, dependente de NADPH, do aspartil fosfato para aspartato semialdeido;
(2) dihidrodipicolinato redutase (DHPR, EC 1.3.1.26), que catalisa a redugio do A4cido
dihidrodipicolinico para acido tetradipicolinico e (3) diaminopimelato descarboxilase (DDC, EC
4.1.1.20), que catalisa a descarboxilagfio, dependente de fosfato, do 4cido meso-diaminopimélico
para lisina (Azevedo & Lea, 2001).

ASD, parcialmente purificada a partir de tecidos de milho, exibiu alta atividade € mostrou
ser resistente a inibigfo por lisina, treonina e isoleucina, porém, foi muito sensivel a inibi¢io por
metionina. No caso da DHPR, essa enzima também foi parcialmente purificada em milho e
apresentou sensibilidade a inibicdio por 4cido dipicolinico e por nucleotideos pirimidinas
oxidados. Uma massa molecular de 84 kDa foi determinada para DHPR e tal como para ASD,
estudos detalhados somente foram conduzidos em microrganismos. Semelhantemente, a enzima
DDC também foi purificada ¢ isolada em algumas espécies de plantas (Tyagi et al., 1983),
exibindo grande similaridade em suas propriedades quimicas e fisicas entre as plantas estudadas,
porém grandes diferencas foram encontradas em relagio as enzimas bacterianas (Azevedo &
Lea, 2001).

3.2. Geoes da AK e HSDH

Atualmente, a mai(ir parte dos resultados sobre o papel da AK e HSDH em plantas tem
sido obtidos por meio de andlises moleculares. O gene que codifica a isoenzima AK-HSDH
bifuncional de cenoura foi clonado a partir de wma biblioteca de ¢DNAs, onde um fragmento
amplificado de ¢DNA permitiu a identificacio de dois clones parcialmente sobrepostos
(Weisemann & Matthews, 1993). Utilizando o ¢cDNA de cenoura como sonda, a partir de uma
biblioteca de cDNA de soja, os clones foram isolados ¢ a comparacio das seqiiéncias de cDNA

de cenoura e soja mostraram uma homologia superior 2 85% e uma homologia maior ainda em
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relagdo ao gene thrA de E. coli codificador da isoenzima AKI-HSDHI do que em relagfo ao gene
metl codificador da isoenzima AKII-HSDHII (Azevedé etal., 1997).

A determinacBio da seqiiéncia gendmica da isoenzima AK-HSDH de plantas foi
primeiramente relatada em 4. thaliara. O gene da AK-HSDH de cencura foi utilizado para isolar
os genes andlogos de uma biblioteca de DNA gendmico de 4. thaliana. Os resultados das
seqliéncias de acidos nucléicos revelaram a presenca de 2 elementos regulatérios na regifio
upstream, um peptideo sinal de cloroplasto e uma seqiiéncia homologa a encontrada na enzima v-
ghatamil quinase (Hu et al., 1992).

Recentemente, foi relatado o isolamento de um ¢cDNA de AK-HSDH de 4. thaliana pelo
complemento funcional de um mutante de levedura. As sequéncias de nucleotideos e
aminodcidos diferiram consideravelmente das relatadas previamente, sugerindo que ha pelo
menos dois genes diferentes que codificam a enzima em A. thaliana (Azevedo et al., 1997).

Outro estudo recente caracterizou os genes de milho que codificam AK-HSDH. Os
cDNAs totais, pAKHSDHI1 e pAKHSDH?2 e 0 ¢DNA parcial pAKHSDH3, apresentaram grande
homologia com as enzimas monofuncionais AK e HSDH de procariotos ¢ Saccharomyces
cerevisiae € com as proteinas bifuncionais AK-HSDH de procariotos, levedura, cenoura ¢ A.
thaliana (Muehlbauer et al., 1994). Caracteristicas de retroinibi¢@o revelaram que tanto a AK
como a HSDH foram inibidas por treonina. AKI-HSDHI ¢ AKII-HSDHI que continham
peptideos sinais, confirmaram a localizagio das duas enzimas no cloroplasto. Os dados genéticos
das enzimas de milho revelaram a existéncia de pelo menos 5 genes que codificam AK, 3 que
codificam AK-HSDH bifuncional e 2 que codificam AK monofuncional. pAKHSDHI e
pAKHSDH2 foram mapeados no brago longo do cromossomo 4 e no brago curto do
Cromossomo 2, enquanto que os genes ask/ e ask2 codificadores das isoenzimas de AK sensiveis
a lisina monofuncionais foram mapeados no brago curto do cromossomo 7 e no brago longo do
cromossomo 2 (Azevedo & Lea, 2001). Foi relatado também, o isolamento de um clone de
cDNA de uma biblioteca de 4. thaliana, codificador de uma isoenzima monofuncional de AK
através da utilizagio de fragmentos de PCR homoélogos como sonda hibridizadora. A auséncia de
um gene de HSDH codificador da regifio carboxiterminal do peptideo sugeriu que o cDNA
codifica para enzima sensivel a lisina. Andlises de Southern blot indicaram a existéncia de 2

formas do gene presentes em A. thaliana e a massa molecular das subunidades das enzimas
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individuais foi estimada em 52,5 kDa ¢ os mRNAs foram intensamente expressos em caule,
folhas e Orgfos florais (Azevedo et al.,, 1997; Azevedo & Lea, 2001).

A andlise de todos esses resultados mostrou muita similaridade entre a regulacio da via
em plantas e microrganismos em varios aspectos, tais como a regulagiio por retroinibico pelos
aminoacidos produtos finais, a presenga de diferentes conjuntos de isoenzimas, a existéncia de
uma proteina bifuncional e o isolamento de mutantes superprodutores de aminodcidos (Azevedo
et al., 1997).

3.3. Mutantes bioguimicos

O aumento do valor nutricional de plantas cultivadas, foi reconhecido ha muito tempo,
como absolutamente necessario. O aminodcido essencial lisina estd presente em baixissimas
concentragfes em sementes de cereais e a necessidade de aumenta-lo, tem encorajado intimeros
grupos de pesquisa a investigarem o metabolismo de lisina {Azevedo, 2002).

Quatro estratégias sdc utilizadas para se tentar produzir plantas com altas concentraces
de lisina: melhoramento vegetal convencional, identificacio de mutantes naturais, inducfio de
mutantes bioquimicos e produgio de plantas transgénicas (Azevedo & Lea, 2001).

Os programas de melhoramento vegetal convencional foram utilizados para selecionar
plantas com qualidades protéicas melhoradas ¢ vérios estudos tém documentado variabilidade
para concentracio de lisina entre gendtipos de mitho (Garcia & Souza Jr, 2002). Esta técnica é
mais dificultada devido 2 necessidade de investimentos a longo prazo ¢ demanda de muito tempo
para encontrar progressos (Azevedo & Lea, 2001; Azevedo, 2002).

A utilizag8io de mutantes naturais também foi muito importante para se tentar obter novas
variedades com altos niveis de lisina. A identificagio de alguns mutantes de cevada alta lisina
(Munck, 1992) e principalmente do mutante de milho opaco-2, foram algumas das mais
importantes descobertas, porém estes exibiram caracteristicas agronémicas indesejaveis. Tais
problemas somente comecaram a serem superados com o desenvolvimento do milho QPM
(Azevedo & Lea, 2001). Este assunto sera mais discutido em detalhes a frente.

A selegio de mutantes bioquimicos foi relatada como sendo uma importante ferramenta
no aumento da qualidade nutricional de algumas plantas ¢ tem ajudado no entendimento da
regulagdio da via. Vérios mutantes foram isolados em plantas através da utilizag@io de técnicas de

cultura de tecidos ¢ regeneracio de plantas in vitro. Alguns destes mutantes apresentaram
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padrBes regulatorios alterados de enzimas que sfo menos sensiveis ou insensiveis & inibicdo
pelos préprios aminoacidos produtos finais da via biossintética ou seus analogos (Azevedo et al,
1997).

Tals mutantes podem ser obtidos através do cultivo de células tratadas com agentes
mutagénicos, em meio sélido e liquido contendo agentes seletivos que inibem o crescimento. As
células que eventualmente se desenvolvem em tais condigBes podem conter mutantes com
enzimas alteradas em suas caracteristicas regulatérias (Azevedo & Lea, 2001). Em cevada, outra
técnica para a selecio de mutantes bioguimicos induzidos foi muito eficiente. O sistema
envolveu o tratamento de sementes com um componente mutagénico, normalmente azida sodica
{Bright et al., 1982a). EmbriGes de sementes de milho maduros derivados de sementes tratadas
com agentes mutagénicos foram plaqueados em meio sélido contendo agentes seletivos e de uma
maneira similar a cultura de tecidos acima referida e os mutantes que se desenvolveram, foram
selecionados (Azevedo & Lea, 2001). Independentemente do procedimento adotado, as plantas
selecionadas devem ser mais estudadas a niveis bioquimicos e genéticos seguido de anélises
agrondmicas completas {Azevedo, 2002).

Varios mutantes foram obtidos por este procedimento. Em milho, foram selecionadas
linhas de células resistentes a inibi¢fo por lisina + treonina e produziram duas linhas estaveis,
LT19 e LT20, que apresentaram resisténcia & inibicfio por treonina e lisina como caracteristica
dominante (Azevedo et al., 1997). Estes mutantes exibiram altos niveis de treonina mas ndo de
lisina no endosperma (Hibberd & Green, 1982). Constatou-se que os genes denominados askl e
ask2 codificam isoenzimas de AK sensiveis 2 lisina, as quais, nos mutantes foram insensiveis &
inibi¢do pelo aminoacido. Um duplo mutante LT19/opaco-2 exibiu um efeito sinergistico no
aumento de treonina soltivel (144 vezes), no total de aminodcidos soliiveis (3 vezes) e na
concentragio das proteinas de reserva do endosperma. Outras analises com o duplo mutante
revelaram um aumento da atividade da AK em comparacio com o selvagem, sugerindo que o
gene opaco-2 possa regular o gene ask]. Mais recentemente, a analise de variedades QPM em
compara¢do com o mutante opaco-2 ¢ variedades selvagens, confirmaram essa possivel agio
reguladora (Azevedo & Lea, 2001).

Mutantes resistentes & inibi¢io por lisina mais treonina também foram isolados e
caracterizados em outras espécies de plantas. Em cevada, por exemplo, os mutantes R3004,
R2502 e R3202, apresentaram diferentes padrbes de inibigio. No mutante R3004, AXIII foi
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este aminoacido em R2502 e R3202. As mutagBes levaram a uma superproducfo de treonina
solivel (de 15 a 70 vezes) e produgfo menos intensa de lisina. Andlises genéticas revelaram que
o0s dois genes /e e Itr2 sBo estruturais do loci da AKIH e AKI (Azevedo et al., 1997).

Um mutante de A. thaliana (RLT40) resistente 4 inibi¢#io por lisina mais treonina, exibiu
aumento de 6 vezes na concentracfo de treonina soldvel, o que se deu tamnbém devido a
insensibilidade parcial da isoenzima AK sensivel 2 lisina, enquanto que a isoenzima da AK
sensivel & treonina nfo sofreu alteracfo no padrio de retroinibi¢do por treonina. Um segundo
mutante (RL4) contendo uma 1soenzima da AK sensivel A treonina modificada, mostrou um
pequeno aumento de lisina (Azevedo et al., 1997), mas um duplo mutante (RLT40/RL4), ndo
exibiu nenhum aumento na producdio de lisina ou treonina. A superproducfo e o actimulo de
treonina (45 a 70 vezes), foi observado em wm mutante de tabaco {RLT70) que apresentou uma
alteragdes no padrio de imbigBo por retroinibigdio das isoenzimas da AK nfo resultaram no
acumulo de lisina, mas apenas de treonina {Shaul & Galili, 1993; Azevedo & Lea, 2001).

Estes resultados indicaram que a enzima DHDPS pode ser o principal ponto regulatério
para obtencio de mutantes superprodutores de lisina. No intuito de se obter mutantes com uma
DHDPS insensivel & retroinibi¢do por lisina, mutantes foram obtidos utilizando lisina e AEC
como agentes seletivos. Mutantes de A. thaliana, cevada, mitho, batata e trigo resistentes 8 AEC
apresentaram resultados muito similares, com nenhum deles exibindo alteragdes expressivas na
concentragio de lisina solivel, e em muitos casos a resisténcia foi atribuida & absor¢éo reduzida
de AEC pelo sistema radicular (Azevedo, 2002). Porém, um mutante de tabaco resistente a AEC
mutante exibiu um aumento de 28 vezes na quantidade de lisina solivel nas folhas. Através do
cruzamento do RAEC-1 com o mutante RLT70 resistente & lisina + treonina, produzindo um
duplo mutante contendo uma AK e uma DHDPS insensiveis a inibig8o por lisina, os quais
revelaram uma superprodugio de lisina solivel representando mais de 50% do total de
aminodcidos soltveis (Frankard et al., 1992). Infelizmente um fendtipo anormal esteve associado
ao actmulo de lisina em folhas. Os dados obtidos confirmaram que a DHDPS normalmente

exerce um controle sobre a biossintese de lisina, formando um dreno de aspartato semialdeido
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para lisina (Azevedo & Lea, 2001} e direcionando moléculas de carbono para a biossintese de
treonina {(Azevedo, 2002).

3.4. Plantas transgénicas

Baseado na mesma idéia de desregular o padrfio de inibigiio por retroinibicic da AK e
DHDPS, o desenvolvimento de técnicas de transformacfo de plantas permitiu a producfio de
plantas transgénicas expressando enzimas AK e DHDPS insensiveis 4 inibicdo por lisina,
oferecendo uma nova estratégia para melhorar a producio de lisina e treonina (Azevedo, 2002).
Pesquisas iniciais foram conduzidas com plantas de tabaco transgénicas expressando uma
enzima DHDPS de £. coli nos cloroplastos, que foi menos sensivel  inibi¢fio por lisina do que 2
enzima endogena da planta. A superprodugfc de lisina solivel e o actimulo nas folhas foram
observados ¢ relacionados com os niveis de atividade da DHDPS (Azevedo & Lea, 2001).

Similarmente, outra linha de tabaco transgénico foi produzida expressande uma
isoenzima mutante de AK insensivel & lisina de E. coli no citoplasma e cloroplastos (Shaunl &
Galili, 1992). Como observado nos mutantes bioquimicos contendo AK insensivel 4 inibigio por
lisina, treonina solivel foi superproduzida e acumulada em ambos os tipos de plantas
transgénicas, mas em altas concentragSes quando AK foi direcionada para o cloroplasto. A
sintese de lisina ¢ treonina foi demonstrada estar sob regulagiio combinada pela AK, DHDPS ¢
HSDH, quando plantas transgénicas de tabaco expressando as enzimas AK e DHDPS de E. coli
exibiram grandes concentrages de lisina soltivel acompanhada pela redugéo de treonina, quando
comparada com as plantas de tabaco transgénicas expressando separadamente DHDPS e AK,
respectivamente. As variagdes nas concentragbes de lisina e treonina poderiam ser explicadas
pela competicdo entre DHDPS e HSDH por aspartato semialdeido, substrato comum de ambas
(Shaul & Galili, 1993).

Plantas transgénicas de tabaco contendo o promotor da AK-HSDH foram recentemente
produzidas e utilizadas no estudo da regulagfio molecular desta isoenzima. A expressiio do gene
repérter AK-HSDH-GUS foi mostrada estar sujeita a regulacio espacial ¢ temporal em tecidos
vegetativos, flores e sementes em desenvolvimento. Analises similares foram realizadas em 4.
thaliana na qual constatou-se que o gene repérter 4K-HSDH-GUS ¢é regulado metabolicamente
pelos metabélitos relacionados a fotossintese, sacarose e fosfato, mas nio pelos compostos
nitrogenados (Frankard et al., 1991).
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Uma estratégia semelhante foi empregada em cevada, soja e canola. Em cevada, altas
concentragdes de lisina e metionina em plantas transgénica expressando DHDPS e AK de
bactérias foram detectadas. DHDPS codificada pelo gene dapd de Corynebacterium e AK
codificada pelo gene mutante /ysC de E. coli foram marcadas no cloroplasto e expressas a partir
de um promotor especifico de sementes em soja transgénica e canola (Falco et al., 1993). Em
ambas as plantas, um grande aumento na concentragfio de lisina soltvel foi observado em
sementes com actmulo de &cido aminoadipico em canola e sacaropina em soja (Azevedo & Lea,
20013

Em geral, uma producfio superior de lisina pdde ser obtida pela alteracfo da sensibilidade
da DHDPS 2 lisina, porém, o actmulo deste aminodcido em sementes de cereais necessita
também da manipulacdo da LOR e SDH, devido a cinco pontos importantes: (1) todos os cereais
mutantes ou transgénicos ndo exibiram nenhum acimulo significativo de lisina nas sementes,
mas apenas em outros tecidos; (2) as enzimas de degradagfo de lisina, LOR ¢ SDH, sdo
especificas de endosperma apenas em cereals; (3) o mutante opaco-2, que exibiu altas
concentraces de lisina soltivel e incorporada em proteinas nas sementes, foi mostrado conter
vérias vezes menos atividades de LOR e duas vezes menos de SDH quando comparado ao milho
selvagem. Esta redugdo na atividade no mutante opaco-2 deveu-se a redugiio na concentragdo
protéica de LOR-SDH pela diminuicdo da transcrigio do gene ZLKRSDH. Além disso,
constatou-se que o gene opaco-2 do milho regula a atividade de AK e LOR; (4) intermediarios
do catabolismo de lisina acumulados nas semenfes de plantas de soja e canola que
superexpressam lisina, sugerem a presenca de atividades de LOR e SDH reduzidas. (5) entre os
cereais e embora ainda abaixo dos valores recomendados pela FAQ, o arroz exibiu a mais alta
concentracdo de lisina, com baixas atividades de LOR e SDH. Também, em Phaseolus vulgaris,
as atividades de LOR e SDH mostraram ser 10 vezes mais baixas que em endosperma de milho
(Azevedo & Lea, 2001).

Ao contréario da lisina, a superproducfio e o actimulo de treonina pode ser obtido através
da alteracio da sensibilidade da AK a lisina. O acimulo de treonina em todos os tecidos,
incluindo sementes, sugere que a degradacdo de tréonina nfc estd sob rigoroso controle
(Azevedo & Lea, 2001).

Como ja mencionado anteriormente, o principal problema nutricional de sementes de

cereais € a deficiéncia em lisina. Baseado em informagGes obtidas em 30 anos de estudos da via
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metabélica do aspartato, foi sugerido que a superprodugfo e actimulo deste aminoacido poderiam
ser obtidos pela combinacfic da manipulacio genética da biossintese e degradacio de lisina. Tal
sugestfio foi baseada principalmente no fato de que a manipulacio das enzimas envolvidas na
biossintese nfio produziu actmulo de lisina em sementes de cereais. Isto poderia ser explicado
pelo fato de que plantas leguminosas e o mutante de milho opaco-2 exibiram uma acentuada
reducfo na taxa de degradacfo de lisina em sementes, permitindo a incorporagiio do excesso do
aminodcido nas protefnas de reserva e actimulo da forma soltivel no endosperma (Azevedo,
2002).

3.5. Milho opace-2 ¢ QPM

O mutante natural de milho opaco-2, caracterizado como alta lisina, comegou a ser
estudado na década de 60 (Mertz et al., 1964). Esta mutaciio conferiu um fenétipo opaco ao grio
e um endosperma fariniceo. A alta concentragio de lisina observada no endosperma ocorreu
devido a um aumento na concentragéo de lisina soltivel e nas fragdes das proteinas de reserva
gue possufam maiores niveis deste aminodcido, enquanto gue nas prolaminas, os niveis de lisina
foram diminuidos (Lefévre et al., 2002). Além disso, vérias outras caracteristicas do grio opaco-
2, tais como niveis de atividade de RNase e das enzimas do metabolismo de carbono e
nitrogénio, foram também alteradas quando comparadas ao genétipo selvagem. Redugdo na
protandria ¢ alteracdes na atividade fotossintética também foram observadas nas plantas opaco-2.
Como conseqiiéncia da estrutura da semente e da qualidade nutricional, as plantas de milho
opaco-2 apresentaram reduzida produtividade e os grios, maior susceptibilidade a patégenos,
fatos que levaram a um inicial descrédito em se continuar pesquisando este mutante. Tais
problemas, somente comegaram a serem superados com a introdugio de genes modificadores do
fenotipo opaco que permitiram o desenvolvimento de uma boa produtividade de grios em linhas
de milho opaco-2, que também exibiram as caracteristicas de alta lisina e triptofano, porém com
um fenotipo diferenciado transhicido, o qual foi denominado de quality protein maize (QPM)
(Gaziola et al., 1999). Linhagens QPM foram incluidas em programas de melhoramento de
mijho e varios hibridos foram produzidos e introduzidos no mercado de sementes (Vasal, 1994).
Aspectos agrondmicos, tais como dureza dos grios e produtividade entre outros, foram
investigadas para as diferentes variedades QPM (Azevedo, 2002).
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O gene opaco-2 foi estudado em detathes. Um ativador transcricional foi codificado pelo
gene opaco-2. Formas multifosforiladas de proteinas do opaco-2 e os niveis de transcritos do
gene opaco-2 estio sujeitos a mudancas diumnas (Ciceri et al., 1997). Varios genes pertencentes a
diferentes vias metabdlicas tais como glicélise, biossintese de aminodcidos e proteinas de
reserva, foram diretamente ou indiretamente marcados no gene opaco-Z (Azevedo,2002).

Anélises moleculares e bioquimicas também confirmaram que o gene opaco-Z tegula a
atividade de LOR no endosperma de milho (Arruda et al., 2000). No mutante opaco-2, a
quantidade de proteinas ¢ mRNAs de LOR foram reduzindo de acorde com o padrio de
expressdo durante o desenvolvimento do griio. Além disso, a presenca de caixas de opaco-2
foram observadas na regifio regulatéria 5°, confirmando o controle transcricional do gene
codificador de LOR-SDH pelo gene opaco-2 (Arruda et al., 2000). Abordagens por
transcriptoma e proteoma sobre o papel regulatério do gene opaco-2 confirmaram um sitio de
restricdio na extremidade 3’ do gene opaco-2 associado com a quantidade de mRNAs de LOR-
SDH (Lefevre et al., 2000). As variedades QPM exibiram menores atividades de LOR ¢ SDH
quando comparadas ao tipo selvagem, mas também quando comparadas ao mutante opaco-2.
Porém, em relacio ao metabolismo de lisina, o efeito do gene opaco-2 nfo foi restrito &
degradagio de lisina, mas também envolveu a biossintese deste aminoacido. Analise de
aminoacidos totais e soltveis, proteinas de reserva e atividade enzimatica de um duplo mutante
6paco-2/ask1 (gene codificador de AK sensivel a lisina), indicaram que o gene askl pode ser
regulado pelo gene opaco-2 (Brennecke et al., 1996). Além disso, analises genéticas mapearam o
gene askl ligado ao opaco-2. Outras evidéncias sobre o papel regulatério do gene opaco-2 em
relacdo as isoenzimas da AK foram recentemente relatadas baseada na caracteristica quantitativa
do locus no cromossomo 2, o qual esta ligado ao loci codificador AK2 e AK-HSDH2 (Wang &
Larkins, 2001). Estudos bioquimicos indicaram que a AK insensivel a lisina € um candidato para
a caracteristica quantitativa do locus afetando o contetido de aminoacidos sohiveis no milho
opaco-2 (Azevedo, 2002).

Embora esteja muito clara a importancia do milho mutante opaco-2 para o entendimento
do metabolismo de lisina, outros mutantes alta-lisina de milho, como o floury e outras espécies
vegetais disponiveis had muito tempo, nunca foram investigadas com relagfio ac metabolismo de
lisina. Isto aumenta a necessidade de se estudar o metabolismo de lisina e sua regulagio em tais

genotipos. Um projeto de pesquisa estd sendo conduzido no laboratdric de Genética Biogquimica
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de Plantas (ESALQ/USP), sob supervisio do Prof. Dr. Ricardo Antunes de Azevedo, com a
finalidade de se estudar o metabdlismo de lisina, treonina e metionina em mutantes alta-lisina de
milho, sorgo € cevada. Por exemplo, endospermas em desenvolvimento dos milhos mutantes
opaco-1, opaco-3, opaco-7, opaco-10, opaco-11, opaco-13, floury-1, floury-2 e floury-3 estio
sendo caracterizados para as atividades de AK, HSDH, DHDPS, LOR ¢ SDH e expressio
génica. Além disso, a distribuigio das proteinas de reserva, concentragfes de aminoscidos totais
e soliveis em sementes maduras e em desenvolvimento estio também sendo caracterizadas
{Azevedo, 2002).

Resultados iniciais revelaram variagdes entre os mutantes em relagfio 20 tipo selvagem e
os gendtipos de milho opaco-2 para as enzimas envolvidas no metabolismo de lisina. Embora
algumas variagOes significativas tenham sido verificadas entre as linhas de milho selvagens € as
methoradas para AK e HSDH, interessantemente, alguns mutantes de alta lisina apresentaram
taxas similares de degradacio de lisina quando comparadas aos seus respectivos selvagens. Estes
resultados sugeriram que a baixa taxa de degradacio pode nio explicar o aumento nos niveis de
lisina soliivel no endosperma de tais mutantes, ao contrario do que foi observado no milho

mutante opaco-2 (Azevedo, 2002).

3.6. Catabolismo de lisina

Devido & necessidade de se obter sementes de cereais com uma alta concentracio de
lisina, a via de degradaciio de lisina (figura 2) foi recentemente estudada com maior
profundidade. Estudos iniciais de catabolismo de lisina em plantas foram conduzidos utilizando
¥(.lisina no qual a radioatividade foi incorporada em glutamato e aminoadipato semialdeido.
Esta reagfo € catalisada por duas enzimas, lisina ot-cetoglutarato redutase (LKR), também
conhecida como lisina 2-oxoglutarato redutase (LOR), a qual catalisa a formagéio de sacaropina e
sacaropina desidrogenase (SDH) que por sua vez, hidrolisa sacaropina a glutamato e
aminoadipato semialdeido. A maior parte da atividade est4 presente em um polipeptideo
bifuncional, embora formas monofuncionais de ambas as enzimas também tenham sido
detectadas. Primeiramente, foi proposto que estas enzimas eram restritas do endosperma de
cereais, mas estudos mais recentes indicaram que elas sfo expressas em outros tecidos,
particularmente durante estresse osmotico. A caracterizagio bioquimica da enzima bifuncional

LOR-SDH tem revelado que somente a atividade da LOR ¢ estimulada por lisina, via uma
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complexa cascata de fosforilagiio dependente de calcio. No mutante opaco-2 de milho, as
sementes mostraram conter altas concentragbes de lisina. Anélises bioquimicas e moleculares
revelaram que o gene opaco-2, o qual codifica um fator de ativagfio transcricional, regula a
atividade de LOR em endosperma de milho. No mutante opaco-2, as atividades enzimaticas da
LOR, proteinas ¢ mRNAs mostraram ser reduzidas de acordo com a alteracfo do padriio de
expressdo durante o desenvolvimento do grio. Elevadas concentragbes de lisina foram
detectadas em sementes maduras de um mutante krockour de Arabidopsis thaliana o qual foi
desprovido da expresséo do gene que codifica a enzima bifuncional LOR-SDH (Fornazier et al.,
2003).

3.7, Sorgo: utilizagfio e caracteristicas

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), cultivado para silagem, tem atualmente recebido
considerdvel atencfo, particularmente nos USA, onde sua tolerAncia a seca e extenso periodo
adequado ao plantio leva a sua utilizagfo em areas de pouca chuva (McDonald et al., 1991).

A produgdo de silagem € um dos processos mais importantes na conservacio de plantas
forrageiras. Este processo tem importancia econdmica em muitos paises, inclusive o Brasil, em
virtude da producéo irregular das plantas forrageiras durante as estacfes do ano (Brito, 1995).

A escassez na produgdo de forragens nos periodos criticos do ano, aliado ao baixo valor
nutritivo incapaz de suprir os requisitos minimos dos animais sdo, entre outros, fatores que
determinam grande queda nos indices de produtividade da pecudria nacional (Brito, 1995).
Segundo Chaves (1997), a baixa producio de forragens durante o inverno, é um dos principais
fatores responséveis pelos baixos indices de produtividade dos rebanhos e grande reducio na
capacidade de suporte dos pastos. Assim, os sistemas de produciio em pasto dependem de
suplementacio de volumosos durante a época seca quando se tem escassez de forragem. Sendo
assim, a procura de alternativas e formas de suprir tais necessidades e minimizar os problemas
decorrentes da seca na producio de forragens, tém sido uma constante nas pesquisas no campo
da nutri¢iio animal (Brito, 1995). Além disso, com a paulatina substituiciio dos sistemas
extensivos de producdo de leite e carne, por sistemas intensivos, baseados na maximizacdo da
expressdo do potencial genético, principalmente de bovinos, a demanda por silagem de boa
qualidade tem aumentado (McDonald et al., 1991).
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As culturas de milho ¢ sorgo t€m sido as mais utilizadas no processo de ensilagem, por
sua facilidade de cultivo, altos rendimentos e especiaimente pela qualidade da silagem
produzida, sem necessidade de aditivo para estimular a fermentacdio (Zago, 1999). Segundo Brito
(1995), o sorgo vem sendo utilizado na alimentag@io animal por se constituir em um volumoso de
bom valor energético, principalmente nas regides semi-éridas ¢ tropicais onde se apresenta com
melhor rendimento de nutrientes por drea e producio de matéria seca mais elevada em relagfio ao
milho. Seu uso também se justifica pela alta produgfo de forragem, maior tolerincia a seca e a0
calor, capacidade de explorar maior volume de solo e também pela possibilidade de se cultivar a
rebrota (Zago, 1999).

A variabilidade genética para caracteristicas nutricionais, nesta espécie, tem permitido
um eficiente trabalho de melhoramento, com o desenvolvimento de hibridos modernos de alto
valor nutritivo que proporcionam alto desempenho animal, semelhante aos obtidos com silagem
de bons hibridos de milho (Zago, 1999).

Os dois componentes quimicos mais importantes do sorgo para silagem sdc os
carboidratos e proteinas, porém o contetido de proteina € baixo em relacfio a outras gramineas
forrageiras, especialmente as de clima temperado. Normalmente a porcentagem de proteina bruta
estd entre 7 e 10% na matéria seca, ocorrendo pequenas mudancas durante a ensilagem. Silagem
de sorgo geralmente contém ao redor de 50% de nitrogénio protéico, dependendo do contetdo de
matéria seca no momento da ensilagem. Outra fragdo é composta de peptideos, aminoacidos

livres ¢ uma fragio amoniacal que raramente ultrapassa 10% (Wilkinson, 1978).

3.7.1. Qualidade protéica e alimentacio de ruminantes

No Brasil o sorgo € amplamente utilizado na alimentacfo de animais nfo ruminantes ¢
ruminantes, como ja mencionado. Este fato faz com que se torne evidente a necessidade de se
methorar a qualidade protéica deste vegetal, principalmente com relagio aos ruminantes, como 0
caso de bovinos, responsaveis por grande parte da economia nacional.

Animais ndo ruminantes, tais como seres humanos, aves domésticas, suinos etc, ndo
podem sintetizar nove dos vinte aminoacidos normalmente incorporados em proteinas,
dependendo absolutamente da dieta para obtencfio desses aminoécidos essenciais. Porém, estes
animais podem absorver eficientemente os aminoécidos ligados a proteinas, como também os
solaveis (Galili et al., 2002).
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Dentre os aminoacidos essenciais, lisina e metionina sdo considerados os mais
importantes, pois estdo presentes em niveis limitados na maioria das plantas cultivadas utilizadas
para a alimentacdo de animais nfc ruminantes e ruminantes. Grios de cereais geralmente
apresentam baixos niveis de lisina (Shotwell & Larkins, 1989), enquanto que iegumes sfo
geralmente deficientes em metionina (Duke, 1981). Devido ao significado nutricional vital da
lisina e metionina, muitos esforgos estfio sendo direcionados para se aumentar 0s niveis destes
dois aminoacidos essenciais em suas formas soltiveis ou ligadas a proteinas (Galili et al., 2002).

Embora animais ruminantes, tais como bovinos e ovinos, também nfo possam sintetizar
aminoacidos essenciais, para estes animais a situago ¢ mais complexa, devido 4 presenca de
uma flora microbiana especial em seus rumens, que metabolizam aminoédcidos nfo essenciais em
aminodcidos essencias € os incorporam nas proteinas microbianas, que mais tarde, se tornam
disponiveis para a nutricio do animal. Embora esta micro-flora do rimen possa produzir tais
aminoécidos, ela pode também degradar as proteinas absorvidas e converter seus aminocécidos
em outros compostos nitrogenados {Galili et al., 2002).

Além disso, as proteinas microbianas, embora de melhor gualidade do que as proteinas
vegetais, fornecem apenas cerca de 65% do total de proteinas necessirias para a produgfo
intensiva de leite, por exemplo (Leng, 1990). Assim, a alimentacio de ruminantes com dietas
balanceadas & base de proteinas e enriquecidas com aminodcidos essenciais é importante para
minimizar sua degradacio pela micro-flora do mimen. Mais de 40% das proteinas da dieta podem
ser perdidas no rumem de animais de pastejo devido & degradacdo microbiana (Ulyatt et al.,
1988). Este fendmeno também pode limitar a disponibilidade de lisina e metionina para animais
ruminantes jovens (Merchen & Trigemeyer, 1992) e para vacas leiteiras em periodos de lactagio
(Rulquin & Verite, 1993).

Portanto, animais ruminantes também sofrem limitacGes em relacfo aos aminoacidos
essenciais. Eniretanto, proteinas com contetdo de lisina e metionina 6timos para nutricdo de
ruminantes, s3o altamente resistentes 4 degradagio no rumem. No entanto, as tentativas para se
melhorar a qualidade nutricional dos alimentos para estes animais requerem de abordagens mais

especificas, baseadas principalmente na natureza de suas floras microbianas (Galili et al., 2002).
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3.7.2. Proteinas de reserva

As proteinas de reserva presentes nas sementes dos vegetais servem como a principal
reserva nutritiva para as plantas em germinacio. Os componentes desta reserva sfo responséveis
por determinar a qualidade nutricional dos grios na alimentacdo de animais nfo ruminantes. O
entendimento da organizacic genética e regulaciioc dos genes envolvidos no actmulo das
proteinas de reserva podem resultar em uma nova abordagem para se aumentar o valor
nutricional dos gréos de cereais (Balconi et al., 1998).

Milho ¢ sorgo so cereais muito utilizados na alimentagfio animal principalmente na
América do Norte ¢ América do Sul e como alimentagio humana em outras partes do mundo.
Isto € especialmente verdade para sorgo, utilizado como alimento humano em algumas regides
da Africa. Ambos cereais variam no contetido de proteina de 6-18%, e as proteinas de reserva
geralmente compreendem 70-90% do total de proteina. Zefnas sfo as principais proteinas de
reserva de milho, enquanto que para sorgo so as kafirinas (Bean et al., 2000).

De uma forma geral, as proteinas de reserva de cereais tém sido tipicamente separadas de
acordo com Osborne (1907), que as dividiu em quatro classes a partir de trigo. Desde entdo esta
classificagfio foi aplicada virtualmente a todos os cereais, embora fregiientemente modificada. O
fracionamento de Osborne divide as proteinas de cereais em proteinas soliveis em agua
(albuminas), proteinas solitveis em sais (globulinas), proteinas solaveis em alcool (prolaminas) €
proteinas soliiveis em acidos ou bases (glutelinas). Estas extragdes sdo tipicamente realizadas
sequencialmente. Este sistema de classificagfio, apesar de muito utilizado, apresenta
consideraveis sobreposi¢bes entre as classes de proteinas. Desde entdio outros sistemnas de
classificag@o estdo sendo propostos. Para proteinas de milho e sorgo, Esen (1987) propds um
sistema de classificac@io onde as classes de proteinas sdo definidas com base na solubilidade,
estrutura, composicio de aminoacidos e massa molecular. Este trabalho tem levado a uma
melhoria nos procedimentos de extragio de proteinas de reserva de milho e sorgo (Bean &
Lookhart, 2000).

As prolaminas s@o as principais proteinas de reserva de muitos cereais. Elas constituem
um grupo de proteinas soltveis em élcool que sdo depositadas em corpos protéicos durante o
desenvolvimento do endosperma. Estas proteinas geralmente compreendem metade das proteinas
dos gréios maduros e contém altos niveis de prolina e glutamina e baixos niveis de lisina e

triptofano (de Freitas et al., 1994).
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Para este trabalho, seguimos a nomenclatura proposta por Esen (1987), que dividiu as
zefnas em grupos o, B e 7. Esta mesma nomenclatura tem sido aplicada para proteinas de sorgo.
Para milho, o-zeinas compreendem 75-85% do total de zeinas, B-zeinas 10-15% e vy-zeinas 5-
10%. Para sorgo, o-kafirinas representam 66-84% do total de kafirinas, B-kafirinas 7-8% e -
kafirinas 9-12% (Hamaker et al., 1995).

Com base em sua solubilidade, zeinas, as prolaminas de milho, tem sido classificadas em
trés classes distintas: ¢, B e Y-prolaminas. Esta classificaciio foi estendida para prolaminas de
sorgo e coix (Leite et al., 1990). No entanto, a solubilidade nem sempre reflete caracteristicas
estruturais comuns de tais proteinas. Por exemplo, Kirihara et. al. (1988) sequenciaram uma
zeina rica em metionina que a partir de sua solubilidade foi classificada como f-prolamina,
porém sua estrutura levou 2 introdugBic de uma quarta classe de prolamina, a 8-zeina. A coixina
de 17 kDa, uma das prolaminas de coix, foi primeiramente descrita como O-prolamina baseada
em suas propriedades de solubilidade, porém a clonagem de sua seqiiéncia a partir de ¢cDNA
revelou alta similaridade com a B-zeina de 14 kDa (de Freitas et al., 1994).

Prolaminas de milho tém sido classificadas como a-zeina (22 kDa), B-zeina (19 kDa), -
zeina (27 kDa) e 8-zeina (10 kDa) com base na massa e solubilidade, como proposto por Esen
(1987). Uma classificagio similar tem sido proposta para prolaminas de sorgo, denominadas
kafirinas. Em sorgo e milho, as a-prolaminas esto localizadas no interior dos corpos protéicos e
as 3 e y-prolaminas estéio presentes na superficie (Chandrashekar & Mazhar, 1999).

Ainda em milho, y-prolaminas representam 5-10% do total de zeinas e sdo compostas por
dois polipeptideos, um de 28 kDa ¢ outro de 16 kDa. A zeina de 16 kDa apresenta solubilidade
similar as B-prolaminas. A y-zeina de 28 kDa ¢ codificada por um ou dois genes, enquanto que a
v-zefna de 16 kDa € codificada por um Gnico gene (de Freitas et al., 1994).

Em coix, y-coixina representa cerca de 15% das prolaminas totais ¢ compreendem um
unico polipeptideo de 22 kDa, altamente homologo a y-zeina de 28 kDa (de Freitas et al., 1994).

As prolaminas de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) compreendem 50-60% do total de
proteinas do endosperma e tem sido classificadas em trés grupos principais de acordo com sua
massa molecular, modo de extracfio e estrutura. Pela analogia com as prolaminas de milho
(zeinas), confirmada por estudos imunoldgicos, os trés grupos foram denominados de o-kafirina,

a qual ¢ subdividida em o;-kafirina (24-29 kDa) e op-kafirina (22 kDa), B-kafirina (19 kDa) e v-
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kafirina (27 kDa). A andlise da composicfio dos aminoacidos dos trés grupos de proteinas
purificados indica diferentes contetidos de aminoécidos sulfurados. ¢-kafirina contém baixos
niveis de cisteina, enquanto B e y-kafirina apresentam altos niveis de grupos SH (El Nour et al.,
1998).

Haikerval & Mathieson (1975) relataram que as fragSes do gric de sorgo que contém
mais proteina sc o embrifio, seguida pelo endosperma e pericarpo. A proteina predominante no
grio de sorgo € a prolamina, que apresenta 83% da proteina do endosperma, seguida da
glutelina. Pela determinacfio do contetido de aminoacidos das fragbes protéicas, a prolamina é
deficiente em lisina, aminodcidos sulfurados e treonina, mas dispde de elevadas concentragdes
de glutamato, leucina, prolina e alanina. As albuminas e globulinas, proteinas de melhor
qualidade, encontram-se em menor quantidade, ocorrendo principalmente no embrifo do grio de
sorgo (Copelin et al., 1978).

Virios estudos tém demonstrado que as proteinas kafirinas podem ser divididas em dois
grupos de acordo com sua solubilidade: um soltvel em 4lcool, chamada de kafirina verdadeira
ou kafirina 1 ¢ o outro solivel, a partir do residuo da frago anterior, em tamp#o com o auxilio
de um agente redutor. Do mesmo modo, a fragfio posterior foi chamada de kafirina 2. Quando
analisadas por eletroforese, a forma reduzida das duas fragdes continham componentes do
mesmo polipeptideo correspondente a o, B e y-kafirinas, embora em diferentes proporgdes (El
Nour et al., 1998).

De acordo com a literatura, as diferencas na solubilidade derivam do fato que as
prolaminas soliveis em um agente redutor estio presentes no endosperma na forma de polimeros
dissulfidicos de alta massa molecular, enquanto que aquelas extrativeis com alcool estdo na
forma de cadeias polipeptidicas unicas. No entanto, nenhuma demonstraciio direta destas
diferencas foi encontrada, devido ao fato de que todos os padrbes eletroforéticos publicados
foram formados por agentes redutores (El Nour et al., 1998).

O endosperma de sorgo contém menores concentragdes de y-prolaminas que milho e
coix. y-kafirina, a Y-prolamina de sorgo, representa de 2-5% do total de prolaminas e é composto
de um tinico polipeptideo de 27 kDa (de Freitas et al., 1994).

Estudos moleculares tém revelado alto grau de similaridade entre os genes que codificam
as prolaminas de milho, coix e sorgo, sugerindo que estes genes se originaram de um ancestral

comum ¢ que divergiram apds a separacfo das espécies (de Freitas et al., 1994),
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A genética tem representado um importante papel na definicio da existéncia e efeito de
genes controladores da deposicdo de zeinas ao longo do desenvolvimento dos tecidos do
endosperma. Por exemplo, as mutacdes recessivas opaco-2 (02) e opaco-7 (07) resultam em uma
diminuicfio especifica do actimulo de o-zeinas, respectivamente, enquanto que a opace-15 (015),
exercem seu efeito primariamenie sobre a 7y-zeina. A mutaclo recessiva opaco-6 (06) e a

mutacfo dominante ou semi-dominante flowry-2 (12} causam uma reducfio geral no actmulo de

todas as classes de zeinas (Balconi et al., 1998).

4. MATERIAL E METODQOS
4.1. Miaterial vegetal

Foi definido para este trabalho a utilizacio de plantas de sorgo (Sorghum bicolor [L]
Moench), hibrido comerciai MASSA 03, devido ao fato de ser uma variedade que apresenta
caracteristicas de triplo proposito, isto é, permite a obtencio de silagem de qualidade, tem gréos
e palhada adequadas para plantio direto e nfo apresenta tanino, tendo portanto bom valor
nutritive (Dow Agrosciences, 2001). Este material vegetal, gentilmente cedido pelo Dr. Luiz
Gustavo Nussio (Departamento de Zootecnia, Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroi", '
Universidade de S&o Paulo) foi utilizado para os procedimentos de extragfio, isolamento e
purificacdio das enzimas AK e HSDH. As plantas foram cultivadas na esta¢do experimental do
Departamento de Genética, ESALQ-USP, Piracicaba durante o verfo de 2001 - 2002 e as
sementes de sorgo imaturas {estdgio anterior ao leitoso [estdgio 1. 93 dias.apc')s o plantio],
estagio leitoso [estdgio 2: 97 dias apds o plantio] e estigio posterior ao leitoso [estdgio 3: 101
dias ap6s o plantio]) foram coletadas diretamente em nitrogénio liquido e estocadas a -70 °C para
posterior extragio enzimatica.

Posteriormente, para os estudos relativos a transmitincia de infravermelho-proximo
(NIT), determinagiio das fragdes das proteinas de reserva e aminoacidos soliveis, foram
utilizados sementes maduras de so?go MASSA 03 e de nove gendtipos mutantes alta lisina
gentilmente cedidos por um banco de germoplasma da India ICRISAT (International Crops
Research Institute for the Semi-Arid Tropics). Os gendtipos cedidos foram: 1811167, I1S5603,
1816227, 1825792, IS10477, 1S22204, 1S16210, 1S16199 ¢ 1S11758.
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4.2. Extragao de AK e HSDH

A extracéo da AK e HSDH foi conduzide a 4 °C. As sementes imaturas de sorgo
provenientes do estigio 2, foram utilizadas para este procedimento. A extracfo foi realizada em
5 volumes de tampéio S0 mmol.L™ Tris - HCI (pH 7.4) contendo 200 mmol.L™ KC1, 0.1 mmol.L’
' PMSF, 0.1 mmolL" EDTA, 1 mmol.L" DTT, 2 mmol.L” L-lisina, 2 mmol.L” L-treonina,
10% (v/v) glicerol and 5% (m/v) PVPP (tampio A), utilizando-se liquidificador (mantido a 10
°C) para a homogeneizagio do extrato. Os extratos foram filtrados em seis camadas de gaze e
centrifugados a 10000 g, centrifuga Beckmann, modelo JA-MC por um periodo de 30 min pafa
remover completamente os materiais indesejaveis precipitados, como paredes ¢ membranas
celulares. A fase liquida dos extratos foi submetida & precipitagfio sequencial com (NH4),SO4

(sulfato de aménio) para determinagfo da faixa de precipitagiio das enzimas AK e HSDH.

4.3. Precipitaciio com sulfato de aménio

Sulfato de amdnio, o sal mais comumente utilizado para o fracionamento de proteinas por
precipitaco, foi utilizado como o primeiro passo de purificagio e para concentrar AK e HSDH
durante este processo. O extrato bruto foi inicialmente precipitado através de trés sequéncias de
sulfato de aménio para a determinag8o da concentragiio 6tima para precipitagio da AK e HSDH:
- Sequéncia A: 0-20%; 20-40%; 40-60% e 60-80% de saturaciio com sulfato de aménio;

- Sequéncia B: 0-30%; 30-50% e 50-70% de saturacfio com sulfato de amdnio;
- Sequéncia C: 0-30%; 30-60% ¢ 60-80% de saturaciio com sulfato de aménio.

Para este procedimento, sulfato de amédnio sélido foi adicionado vagarosamente ao
extrato enziméticb € homogeinizado por agitaco lenta por um periodo de 30 min a 4 °C. As
amostras foram precipitadas através de centrifugaciio a 10000 g, por 30 min a 4 °C. O pellet
formado foi ressuspendido com o minimo volume possivel de tampio 25 mmol.L"! Tris - HCI
(pH 7.4) contendo 1 mmol.L™" DTT, 0.1 mmol.L"! L-lisina, 0.1 mmol.L™ L-treonina e 10% (v/v)
glicerol (tamp@o B). As precipitacSes subsequentes com sulfato de aménio foram conduzidas nas
mesmas condi¢Oes utilizadas previamente e cada pellet foi dessalinizado em colunas Sephadex
G-25 equilibradas no mesmo tamp3o B. As amostras dessalinizadas foram utilizadas para

determinac#o das atividades especificas da AKX ¢ HSDH.

28



4.4. Ensaio da AK

O ensaio da atividade da AK foi conduzido para um volume final de 500 ul como
descrito por Brennecke et al. (1996), com algumas modificacdes de acordo com os resultados
obtidos neste trabalho. A mistura do ensaio compreendeu 100 gL 100 mmol.L" Tris - HCI (pH
7.4) contendo 1 mmol. L™ DTT e 20% (v/v) glicerol (solugiio AK1), 100 pL 500 mmol.L" 4cido
aspartico (pH 7.4) (solugiio AK2), 50 uL 125 mmol.L” sulfato de magnésio {(soluciio AK3), 50
uL 200 mmolL" ATP (pH 7.4) (solucdo AK4), 50 pL 4 molLl” hydroxilamina (pH 7.4)
(soluglic AKS), 100 uL de dgua deionizada e 50 ul de extrato enzimatico. O ensaio foi iniciado
. pela adi¢dio de 50 uL ATP ¢ incubado a 35 °C por 30 min. O ensaio foi finalizado através da
adi¢io de 500 pL de reagente acido de cloreto férrico {FeCls) contendo 670 mmol.L"! FeCls, 370
mmol.L” HCl e 20% (m/v) TCA. Apés centrifugagio por 10 min a 10000 g, para remogio de
precipitados protéicos, a absorbincia do sobrenadante foi medida a 505 nm (espectrofotdmetro
Beckman modelo DU-640). Controles contendo 10 uL 10 mmol.L” L-lisina (solugio AKL), 10
uL 10 mmol.L” L-treonina (solugio AKT) e 10 uL 10 mmol.L! L-lisina mais 10 mmol.L” L-
treonina (solucio AKLT), foram incluidos no ensaio para se identificar possiveis isoenzimas

sensiveis a inibi¢@o por lisina e treonina. Trés repeticdes (extratos diferentes) foram realizadas

para cada ensaio.

SOLUCOES | BRANCO | CONTROLE | LISINA | TREONINA | LISINA +
TREONINA
AK1 100 uL 100 ul 100 uL 100 uL 100 pL
AK2 - 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL
AK3 50 pL 50 uL 50 plL 50 uL 50 uL
AK5 50 ul 50 uL 50 pL 50 uL 50 uL
AGUA 150 pL 50 uL - - .
AKL - - 50uLl - -
AKT - . - 50uL -
AKLT - . - - 50uL
ENZIMA 50 pL 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
AK4 50 uL 50 uL 50 ul 50 uL 50 uL
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4.5, Ensaio da HSDH

A atividade da HSDH foi determinada pela formaciio do NADPH na reaciio reversa da
enzima, que tem como substrato a homoserina, levando a formagfio do aspartato semialdeido,
utilizando o NADP™ como co-fator. O enmsaio da atividade da HSDH foi realizado
espectrofotometricamente a 340 nm (espectrofotdmetro Beckman modelo DU-640) em um
volume final de 1.0 mL a 30 °C como descrito por Teixeira et al. (1998) com modificacdes de
acordo com os resultados obtidos neste trabalho. A mistura do ensaio compreende 800 uL 100
mmol.L” Tris-HCI (pH 9.0) contendo 150 mmol.L? KCI, 1 mmolL”? DTT e 0.5 mmol.L?
EDTA (solugdo HSDH1), 100 pL 200 mmol.L™! DL-homoserina (solucio HSDH3), 100 uL 4.8
mmoL.L” NADP (solugio HSDH2), 50 uL de dgua deionizada ¢ 50 yuL de extrato enzimético. O
efeito da treonina na atividade da HSDH foi determinada pela adi¢io de 10 uL de uma solucgio

10 mmol.L”" do aminoécido na mistura do ensaio (solugiio HSDHT). Trés repeti¢cBes (extratos

diferentes) foram realizadas para cada ensaio.

SOLUCOES BRANCQ CONTROLE TREONINA
HSDHI1 800 uL 800 puL 800 uL
HSDH3 - 100 uL 100 puL

ENZIMA 50 uL 50 uL 50 uL
AGUA 100 uL - -
HSDHT - - 10 uL
HSDH2 100 uL 100 pL 100 uL

A reacdio foi iniciada com a adi¢io do NADP" e a absorbancia a 340 nm determinada
imediatamente apés ao inicio da reagfio (tempo inicial). Apos esta primeira leitura, as amostras
foram incubadas a 30 °C por 30 min, sendo realizadas novas leituras apds este periodo (tempo
final). As diferencas entre as absorbancias iniciais e finais foram utilizadas para determinacéio da

atividade da enzima.

4.6, Calculo da atividade da AK

Para o caleulo da AK foi determinada uma curva de hidroxamato e a partir desta curva foi

possivel calcular a quantidade de hidroxamato formado na reacfio baseada na absorbancia obtida
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no ensaio. A curva foi feita com as solugdes de DL-Aspartato-f8- hidroxamato nas concentracdes
de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5 e 2,0 mmol.L, lidas em espectrofotdmetro a 505 nm. Foi feita uma
regressio linear com os valores encontrados e a reta obtida foi utilizada para calcular o
hidroxamato formado em cada ensaio enzimatico. A atividade especifica em nmol foi obtida
dividindo-se a quantidade de hidroxamato formado pela quantidade de proteina da amostra e

pelo tempo de ensaio em segundos (nmol.min" .mg prot™).

4.7. Caleulo da atividade da HSDH

Para calcular a atividade da HSDH foi levada em consideracio a diferenca entre a
absorbéncia obtida no tempo inicial e no tempo final de incubagfio. Para cada amostra o ensaio
foi feito em triplicata e a média das absorbancias obtidas foram utilizadas para o calculo da
atividade da enzima. Cada nmol de NADPH formado significa um aumento de 0,00622 na
absorbéancia a 340 nm. O nimero de nmol de NADPH reduzidos foi calculado pela diferenca de
absorbéncia obtida no ensaio de cada amostra e entfio dividido pelo tempo de ensaio em minutos
para obter a quantidade de nmol de NADPH formado por minuto. Este valor foi dividido pela
quantidade de proteina total da amostra, obtendo-se a atividade especifica da enzima em

nmol.min".mg prot™.

4.8. Purificacido parcial da AK e HSDH

Os procedimentos de extragdo e purificagdo foram realizados a 4 °C de acordo com
Teixeira et al. (1998). Para os ensaios enziméticos foram utilizadas sementes imaturas de sorgo
(estagio 2), extraidas em 5 volumes de tamp#io A. Os extratos foram filtrados em seis camadas de
gaze ¢ centrifugados a 10000 g, por 30 min para remover completamente compostos
indesejaveis, tais como parede e membranas celulares do extrato. Sulfato de aménio sélido foi
adicionado vagarosamente na concentraciio de 20-60% de saturacdio, gentilmente agitado por
pelo menos 1 h e o precipitado protéico recuperado por centrifugagdo a 10000 g, por 30 min. Os
pellets de proteinas foram dissolvidos em um pequeno volume de tamp#io B. As amostras foram
eluidas sob gravidade em colunas Sephadex G-25 (2.5 x 20 cm) equilibradas com 5 volumes de
coluna de tamp3o B. As amostras dessalinizadas foram utilizadas para os procedimentos de

purificagdio posteriores.
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4.8.1. Cromatografia de troca anidnica do tipo step-wise

Os extratos vegetais, precipitados na faixa de 20-60% de saturaciio com sulfato de
aménio, foram dessalinizados em colunas Sephadex G-25. As enzimas AK e HSDH, 2 partir de
entéo, foram parcialmente purificadas em colunas preparativas com resina DEAE-Sephacel (2.5
x 8 cm; fluxo 1 mL.min ) equilibradas em tampéo B. Apds o equilibrio da coluna, uma eluicio
do tipo step-wise foi realizada (100, 200, 300, 400 e 500 mmolL.L.”" KC1). Uma eluicdo final com
1 mol.L"! KCl também foi realizada e as fracSes foram analisadas para as atividades enzimaticas.

Posteriormente. foram realizados também experimentos de cromatografia de troca
anidnica do tipo stepwise, em coluna pronta HiPrep 16/10 Q XL com resina de agarose de troca

ani6nica, da marca Amersham Pharmacia Biotech, de acordo com as especificagfes do manual
de instrugdes. A coluna foi inicialmente lavada com 100 mmol.L”" KCL e as proteinas eluidas
nesta concentragdo desprezadas e em seguida, foi eluida com 350 mmol.L”! KCL e todo o pico
de proteina recothido e precipitado em 70% de saturagfio com sulfato de amonio, para posterior

utilizag8o em cromatografia de filtragdo em gel.

4.8.2. Cromatografia de troca aniénica do tipo gradiente linear

A AK foi extraida a partir de 200 g de sementes imaturas de sorgo (estagio 2),
precipitadas com sulfato de aménio para uma saturacio de 20-60% e dessalinizadas em colunas
de Sephadex G-25.

Apds a saida de toda fragBio ndo ligante, o gradiente foi iniciado empregando-se um
sistema de dois reservatdrios interligados (gerador de gradiente), um contendo 100 mL de
tampéo de eluigio com 100 mmol.L”! KCI e outro contendo 100 mL de tampédo 500 mmol.L™
KCl. O fluxo de eluigdo foi de 1 mL / min. As fracdes comegaram a ser coletadas, com a ajuda
de coletor de fragGes automatico da marca LKB-Pharmacia modelo Redifrac, depois da retirada
de um volume interno da coluna, num total de 50 fra¢des de 4 mL cada, coletadas e mantidas em
gelo.

As fragbes foram testadas para a atividade da AX controle e tratamentos com L-lisina, L-
treonina, L-lisina + L-treonina na concentragfio final de 10 mmol.L. Todas as fragbes também
foram testadas para a atividade da HSDH controle ¢ tratamento com L-treonina 10 mmol.L™. Os

ensaios foram feitos de acordo com a metodologia anteriormente descrita.
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4.8.3. Cromatografia de filtracfic em gel ¢ determinacfic da massa molecular

4.8.3.1. Cromatografia de filtracio em gel Superose 12HR 16/ 30

O precipitado obtido da combinagiio das fragdes da coluna de DEAE-Sephacel (70% de
saturacio) foi ressuspendido em tampdo B, num volume final de 5 mi. A amostra (1 mL) foi
aplicadz em uma coluna de filiracio em gel Superose 12HR 10 / 30 em sistema FPLC,
equilibrada com ¢ mesmo tampfo. As fragles de 0,5 mL foram coletadas num fluxo de 0,5 mL /
min e utilizadas para medidas de atividade e protefna. O volume restante (4 mL) foi
dessalinizado em coluna Sephadex G-25 e utilizado para testes posteriores.

A coluna foi mantida em sala refrigerada (15 °C) e previamente calibrada exatamente nas
mesmas condigbes com um conjunto de marcadores de peso molecular que incluem Azul de
Dextrano (2000 kDa), B-amilase (200 kDa), BSA (67 kDa), Anidrase Carbénica (29 kDa)
Citocromo ¢ (12,4 kDa). Os valores das massas molares das enzimas foram obtidos pela

inferéncia do volume de elui¢fio da enzima em relaglio aos obtidos pelos padrdes através de

regressio linear.

4.8.3.2. Cromatografia de filtracio em gel Sephacryl S-200

A purificagio das enzimas AK e HSDH em sementes imaturas de sorgo também foi
realizada por cromatografia de filtragio em gel. O precipitado obtido da combinaciio das fracdes
da coluna de DEAE-Sephacel (70% de saturacdo) foi ressuspendido em tampéo B, num volume
final de 6,5 mL. A amostra (5,5 mL) foi aplicada em uma coluna preparativa de filtragio em gel
S-200 Pharmacia LKB (83,2 x 2,6 cm), equilibrada com 0 mesmo tampo. As fragdes de 2 mL
foram coletadas num fluxo de 0,5 mL / min e utilizadas para medidas de atividade e proteina. O
volume restante (1,0 mL) foi dessalinizado em coluna Sephadex G-25 ¢ utilizado para dosar
atividade das enzimas e proteina.

A coluna foi mantida refrigerada (10 °C) ¢ previamente calibrada exatamente nas mesmas
condi¢bes com um conjunto de marcadores de peso molecular que incluem Azul de Dextrano
(2000 kDa), B-amilase (200 kDa), Alcool Desidrogenase (150 kDa), Anidrase Carbdnica (29

kDa) e Citocromo ¢ (12,4 kDa). Os valores das massas molares das enzimas foram obtidos pela

33 RBLIOTECA LU




inferéncia do volume de eluigio da enzima em relagfo aos obtidos pelos padrées através de

regressdo linear.

4.9, Modulacio da AK e HSDH

As enzimas AK e HSDH de sementes imaturas de sorgo, purificadas a partir de
cromatografia de troca i6nica do tipo gradiente linear (0-500 mmol.L™ KCI), foram estudas
utilizando-se diversos compostos moduladores que sfio conhecidos por regularem as atividades
destas enzimas: lisina, treonina, lisina mais treonina, metionina, valina e S-(2-aminoetil)-L-
cisteina (AEC), nas concentracdes de 1.e 5 mmolL"’. 1,6 mmol.L} CaCh, 1,6 mmolL™
Mg**etilenoglicol-bis-(B-aminoetil tter) N°, N, N°, N, - 4cido tetracético (EGTA), 10 pg / mL
de calmodulina, 50 pg / mL de componente 48/80, 1 mmol.L" S-adenosiimetionina (SAM) e
Kl nas concentragdes de 100, 200, 300, 400 e 500 mmol.L ™.

4.10. Transmitincia de infravermelho-préximo

As sementes maduras de sorgo também foram analisadas por transmitincia de
infravermetho-proximo através do analisador de sementes Infratec 1255 Food and Feed
Analyser. A medida deste aparelho € baseada no fato que os principais constituintes do grio, tais
como proteinas e outros compostos, absorvem radiagdo magnética na regifio infravermelho-
proximo (near-infrared region) do espectro (800 — 1100 nm), Através de analise ndo destrutiva,
este instrumento fornece a porcentagem de proteinas, 6leo, lisina e metionina a partir de uma
média de leitura de 23 sementes. Esses dados foram obtidos a partir de cinco repeticdes e os
materiais analisados foram: cinco variedades de milho (normal ESALQ, opaco-2, QPM BR451,
QPM BR473 ¢ Zeneca 8392) e dez gendtipos de sorgo (MASSA 03, 1811167, 185603, 1S16227,
1825792, 1810477, IS22204, 1S16210, IS16199 e IS11758). |

4.11. Extraciio de proteinas de reserva

Para este procedimento foi utilizado o método de Youssef (1998), onde as sementes de
sorgo foram liofilizadas e posteriormente maceradas até a formagfio de uma farinha homogénea,

posteriormente agitada com éter de petréleo por 30 min, para retirada de lipideos (Figura 3).
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FARINHA DE SORGO SEM LIPIDEGS
2 X EXTRACAO COM H,0 DESTILADA

CENTRIFUGACAD

- ~

LIOFILIZACAC <« SOBRENADANTE RESIDUGC

FRACAC ALBUMINA (@)
2 X EXTRACAQ COM 5% NaCl

|

CENTRIFUGAGAO

RESIDUO

LIOFILIZACAQ <%— SOBRENADANTE

FRACAO GLOBULINA () 2 X EXTRACAO COM 60% t-BuOH + 0,1% GH

l

CENTRIFUGACAO
RESIDUO
LIOFILIZACAQ g SOBRENADANTE l
FRACA’O KAFIRINA (IH) 2X EXTR.ACAO COM 60% +-BuQH + 1% GH + 0.6% ME

l

CENTRIFUGACAOD

RESIDUO

LIOFILIZACAQ 44— SOBRENADANTE
2 X EXTRACAQ COM BORATO + 0,6% ME + 0,5% SDS

|

CENTRIFUGACAQ

FRACAO KAFIRINA LIGACAO CRUZADA (IV)

RESIDUO
LIOFILIZACAC = SOBRENADANTE

FRACAQ GLUTELINA (V)

FIGURA 3. Esquema do método de extracdio das fragdes das proteinas de reserva de sorgo
segundo Youssef (1998).
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Cada amostra (1 g) foi colocada em um béquer com 10 mL de solvente e agitado por 1 h
a 25 °C em um agitador magnético e depois centrifugada 4 16000 g, por 10 min. O diagrama
esquematico da extracio € mostrado na Figwra 3. Os solventes utilizados foram 4gua
deioneizada, 1% NaCl, 60% t-butancl (t-BuOH) + 0,1% GH (hidrocloreto de guanidina), 60% t-
BuOH + 1% GH + 0,6 mol. L' ME {B-mercaptoetanol) e tampdo borato pH 10 (0,0125 mol.L™
tetraborato de sédio + 0,043 mol.L™! NaOH + 0,425 mol.L™ NaCl) + 0,6 mol.L”" ME + 0,5%
SDS, para extrair albumina, globulina, kafirina, kafirina de ligacfio cruzada, e glutelina,
respectivamente.

Todos os sobrenadantes foram agitados por 1 h com 4gua deioneizada, para retirada dos
residuos provenientes da extragdo anterior e posteriormente, centrifugados por 10 min. Isto nfo
foi feito com o a fracfio de albumina devido a nfio existéncia de fracfo anterior. Todas as fragSes
foram liofilizadas, e posteriormente ressuspendidas em 1 mL de 4gua deioneizada para leitura em

espectrofotdmetro a fim de se medir a concentragéo das proteinas.

4.12. Extracao de aminoacidos

Os aminoacidos foram extraidos segundo o método descrito por Bieleski & Turner
(1966) para posterior andlise qualitativa em HPLC,

Para 1g de material fresco foi macerado em nitrdgénio liquido ¢ em seguida,
acrescentou-se 10 mL de solucio MCW (600 mL de metanol, 250 mL de cloroférmio, 150
ml de 4gua deionizada). A mistura foi incubada over-might a 4 °C e posteriormente,
centrifugada a 1000 g, por 20 min a 4 °C. Apoés a centrifugacio, para 4 mL de sobrenadante
foi misturado a 1 mi de cloroférmio e 1,5 mL de agua bidestilada. Apos este procedimento,
aguardou-se a separaghio das fases e utilizou-se a fase hidrossolivel para a andlise dos

aminoécidos em HPLC.
4.13. Analise quantitativa de aminoscidos
As concentragdes dos aminoécidos totais foram quantificadas nas sementes maduras dos

diferentes gendtipos ja citados, segundo o método descrito por Yenm & Cocking (1955). Feita a

extra¢do dos amincécidos como j& descrito anteriormente, uma aliquota dessa solugfio foi
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analisada para aminodcidos soliveis (Yenm & Coking, 1955). Uma curva foi feita utilizando-se
leucina como padrio nas. concentracbes de 40, 80, 120, 160 e 200 nmol.mL), Uma fracdo
solucio de aminoacidos foi colocada em wm tubo de ensaio completando o mesmo para 1000
mL. Tanto para analise das amostras desconhecidas quanto para a curva padrdo acrescentou-se
0,5 mL de tampéo citrato de sodio (0,2 mol.L7, pH 5,0), 0,2 mL de reativo de ninidrina (5% em
metilglicol) € 1 mL de KCN (2% de uma solugdo 0,01 mol.L”! em metilglicol). Cobriu-se o tubo
de ensaio com esferas de vidro, para que ndo houvesse evaporagio, deixou-se em banho-maria
100 °C por 20 min. Deixou-se atingir a temperatura ambiente e adicionou-se 1 mL de etanol
60%. A leitura em espectrofotdometro dos padrles e das amostras contra ¢ branco foi feita em
570 nm. Padronizou-se uma concentragio de 500 nmol.mL™ para cada amostra, que foram entfio
submetidas ao HPLC.

4.14. Separacéo e analise da composicio de aminoacidos soliveis em HPLC

Os aminoacidos solliveis foram separados ¢ analisados em HPLC de fase reversa. Foi
utilizado uma coluna Spherisorb ODS-2 C18 e eluido em um gradiente linear formado pelas
solugBes de metanol 65% e tampéo fosfato pH 7,5 (50 mmol.L™! de acetato de sodio, 50 mmol.L’
! de fosfato dissédico, 1,5 mL de 4cido acético, 20 mL de tetrahidrofurano, 20 mL de metanol)
num fluxo de 0,8 mL / min. O gradiente elevou a proporgéio de metano! de 20% a 28% entre 0 e
5 min, de 28% a 58% entre 5 e 35 min, de 58% a 75% entre 35 e 40 min, 75% a 95% entre 40 ¢
56 min, 95% a 96% entre 56 ¢ 60 min e 96% a 100% entre 60 e 61 min. O fluido da coluna foi
monitorado por um detector fluorescente Shmatdzu (model RF350) operando com um
comprimento de onda de excitagfio de 350 nm e um comprimento de onda de emissdo de 388
nm. Foram misturados 20 pul. da solucdio de aminodcidos e 40 uL do reagente OPA. Apds 2 min
foram injetados no apareltho de HPLC. Os dados so expressos em nmol.mL! do sobrenadante e
o percentual em mol do total de aminoacidos recuperados (excluindo prolina ¢ triptofano por nfo

formar um derivado com OPA). Os componentes dos reagentes seguem a seguir:
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Tampio A

- 50 mmol.L! Acetato de s6dio;

- 50 mmol.L" Na,HPOy;

- 1,5 mL acido acétice concentrado

- Completar para 960 mL com 4gua Milli-Q;
- 20 mL tetrahidrofurano;

- 20 mL metanol;

- Filtrar e desgaseificar com ultrasom -+ vécuo.

Tampio B
- 650 mL de metanol;
- 350 mL de agua Milli-Q,

- Desgaseificar com ultrasom + vacuo.

Reagente OPA

1. Tampio Borato

- 2,4 g de 4cido borico em 90 mL agua Milli-O,

- Ajustar o pH para 9,5 com NaOH 2 N.

2. Soluc¢io OPA-borato

- 50 mg de OPA em 1 mL de metanol;

- 6,5 mL de tampao borato (1), pH 9,5, filtrar em Millipore 0.22 um.
3. Solugio de derivatizacgio

- 2,5mL de solugdo OPA-borato (2);

- 20 pL de B-mercaptoetanol.

4.15. Determinaciio de proteina total

A concentragfo de proteina total (mg.mL™") foi determinada de acordo com o método de
Bradford (1976) utilizando-se o reagente da Bio Rad, sendo 20 pL das amostras dessalinizadas

adicionadas a 1 mlL do reagente previamente diluido de acordo com as especificagdes do
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fabricante. No branco, foram adicionados 20 L de tampdo B a 1 mL do reagente. A leitura da
absorbincia para cada amostra foi realizada em espectrofotdmetro a 595 nm, utilizando-se
cubetas de poliestireno descartdveis. Para cada reagente de Bradford preparado foi feita uma
curva com a proteina albumina de soro bovino (BSA) como padriio e a partir dela calculou-se a
concentragio das amostras. Para a obtengio da curva padrfio foi utilizada uma solugiic estoque de
BSA pa concentraco de | mg/ mL para o preparo de soluges 0,1; 6,2; 0,4; 0,6 0,8 mg / mL de
BSA. Todas as soluges foram medidas pelo método de Bradford e os resultados foram plotados
em grifico mg / mL x absorbéncia, a regress@o linear foi calculada e a reta tracada. Estes valores
foram utilizados como referéncia para a determinacio da quantidade de proteina. Cada amostra
foi analisada em triplicata, sendo a média das absorbéncias utilizadas para calcular a quantidade
de proteina de acordo com a curva padrdo. Para melhor adequaciio dos valores de absorbancia 2
curva padréo tragada, as amostras foram diluidas na proporgio necessaria para que os valores da
absorbancia ficassem entre 0,15 e 0,35 ¢ esta diluigio foi considerada na determinaciio da
quantidade de proteina (mg / mL).

Para se determinar as concentragdes protéicas de cada fracio das proteinas de reserva
utilizou-se 0 método de Lowry et al (1951), onde em 100 pL de cada amostra foram adiciqnados
a 2,5 mL da solugdo 1 (5 mL de CuSOj 0,5% + 0,5 mL de tartarato de sédio e potassio 1% + 49
mL de Na,CO; 2% em NaOH 0,1 mol.L™), apés incubagdo por 10 min acrescentou-se 300 pl do
reagente de Folin, agitou-se bem e incubou-se novamente por 40 min, para posterior leitura & 560

nm.

4.16. Analises estatisticas

Os dados sobre proteinas de reserva e aminodcidos soliveis foram analisados pelo
procedimento de Andlise de Varidncia e as médias foram comparadas utilizando-se diferencas

minimas significativas através do teste de Duncan para o nivel de probabilidade de 1%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1. Consideragdes gerais

Durante nossos estudos, foi observado que as enzimas AK e HSDH de sementes imaturas
de sorgo apresentavam particularidades que dificultavam muito os procedimentos de purificacio.

Para se comseguir valores razodveis de atividades das enzimas AK e HSDH, foi
necessario se concentrar muito as proteinas dos extratos através de extragdes realizadas a partir
de 200 a 500 g de material vegetal. Mesmo utilizando para esse procedimento inibidor de
compostos fenélicos (PVPP), inibidor de proteases (PMSF), baixa temperatura e, seguidamente,
precipitagdo com suifato de amdnio, as amostras apresentavam perdas expressivas nas atividades
de ambas as enzimas.

Antes de se iniciar a purificacdo por cromatografia de troca idnica e filtracfio em gel das
enzimas AK e HSDH, as amostras tinham que ser clarificadas por centrifugacfio e/ou filtragéo,
sendo que esses procedimentos induziam a perda total das atividades enzimaticas.

Com relagfio a cromatografia de troca idnica, o extrato dessalinizado induzia a perda da
efici€ncia da coluna, sendo que a resina perdia a capacidade de troca e tinha que ser substituida &
cada experimento. Tanto o processo cromatografico de troca idnica como o processo de filtragéio
em gel, nfo foram eficientes em separar por completo os picos encontrados de AK ¢ HSDH,
revelando a presenca de picos intercalados de dificil interpretacgo.

Juntamente com esses procedimentos, foi tentado se obter géis de atividades de AK e
HSDH, porém devido ao baixo fator de purificacio obtido pelas técnicas utilizadas, nfio se
conseguiu concentrar as enzimas AK e HSDH a ponto de se conseguir altas atividades
necessarias para obtengéo de géis de boa qualidade.

Os resultados obtidos nesse trabalho sfo originados de varias repeti¢des de experimentos
0s quais revelaram sempre resultados similares, mesmo que uma consideravel parte dos mesmos
tenham sido perdidos por conta dos problemas encontrados. Mesmo assim foram observados
muitos resultados importantes para o estudo de AK e HSDH de sementes imaturas de sorgo, que
contribuiram com conhecimentos basicos para futuros estudos genéticos e moleculares relativos

a este cereal.
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Abstract

Cereal seeds are poor in essential amino acids, particular}y lysine, tryptophan and threonine. The
amino acids lysine and threonine are synthesized in the aspartate pathway. Although the most of
the enzymes of the aspartate pathway have been isolated and characterized in higher plant
species, the metabolism of Iysine and threonine is totally unknown in sorghum. We have isolated
two enzymes, aspartate Kinase (AK) and homoserine dehydrogenase (HSDH) from sorghum.
Optimum assay conditions were established for the determination of AK and HSDH activities.
The highest level of activity was observed in immature seeds. AK was shown to be inhibited by
threonine and lysine indicating the existence of at least two isoenzymes, one sensitive to
threonine inhibition and the other sensitive to lysine inhibition with the latter being predominant
in sorghum seeds. HSDH was shown to be inhibited by threonine indicating the existence of a
threonine-sensitive HSDH, however, most of the activity was not inhibited by. threonine,
suggesting the existence of a second predominant isoenzyme of HSDH resistant to threonine
inhibition.

Key words: amino acids, aspartate kinase, homoserine dehydrogenase, lysine, threonine.

Isolamento de enzimas emvolvidas na biossintese de treonina em sementes de sorgo: As
sementes dos cereais sdo pobres em aminoacidos essenciais, principalmente lisina, triptofano e
treonina. Os aminodcidos lisina e treonina so sintetizados na via metabolica do aspartato.
Apesar da maioria das enzimas da via do aspartato terem sido isoladas e caracterizadas em vérias
espécies de plantas, o metabolismo de lisina e treonina € totalmente desconhecido em sorgo.
Foram isoladas duas enzimas, aspartato quinase (AK) e homoserina desidrogenase (HSDH) de
sorgo. CondigBes 6timas de ensaio para determinacdo da atividade de AK e HSDH foram
estabelecidas. As atividades mais elevadas de AK e HSDH foram observadas em sementes
imaturas. A atividade da AK foi inibida por treonina e lisina, indicando a existéncia de duas
isoenzimas da AK, uma sensivel a inibig8o por treonina e outra sensivel a inibi¢io pela lisina,
sendo esta ultima predominante nas sementes de sorgo. A atividade de HSDH foi inibida por
treonina indicando a existéncia de uma isoenzima sensivel a treonina, entretanto, a maioria da
atividade n#o foi inibida por treonina, sugerindo a existéncia de uma segunda isoenzima de
HSDH predominante resistente a inibi¢io pela freonina.

Palavras chave: aminoacidos, aspartato quinase, homoserina desidrogenase, lisina, treonina.
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INTRODUCTION

The classic role of agricultural crops as the major food supplier to feed a growing and
hungry population is still substantial, but today there is also 2 great demand to improve the
mutritional quality of the food (Kingston-Smith and Thomas, 2003). This may help to solve
problems encountered in cases where plants are the major or sole source of food, as well as plant
feeds for livestock, which are consumed as human foods (Galili et al., 2002).

Non-ruminant animals (such as humans, pouliry, and pigs) cannot synthesize 9 out of
the 20 protein amino acids and therefore have to obtain them in their diets. Although ruminant

animals (such as cattle and sheep) also cannot synthesize essential amino acids, they have special
| microbial flora in their rumen, which are able to synthesize essential amino acids and incorporate
them into microbial proteins, that later become available for nutrition. However, these microbial
proteins provide only 65% of the total protein required for intensive milk production. Hence,
ruminant animals also suffer from limitations in essential amino acids (Leng, 1990).

Cereal grains represent the main dietary source of protein for human and livestock
worldwide. Sorghum is one of the most important cereal crops, thus being, a major source of
energy and protein for millions of people, especially in Africa and for livestock worldwide.
Unfortunately the protein quality is low due to essential amino acid imbalance due to the ratio
between the different storage proteins (Azevedo et al., 2003; 2004). The largest group, the
prolamins, contains only traces of lysine and threonine (Vemnaillen et al., 1993).

Essential amino acids like lysine and threonine are particularly important in cereal
crops, due to the low concentration in the seeds (Fornazier et al., 2003). These amino acids, plus
methionine and isoleucine have a common precursor, aspartate (Azevedo and Lea, 2001). The
aspartate metabolic pathway in plants is strongly feedback regulated at key enzyme steps
(Azevedo et al., 1997). 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 lysine and threonine (Azevedo et al., 1997). Among them, aspartate kinase (AK, EC
2.7.2.4), homoserine dehydrogenase (HSDH, EC 1.1.1.3), dihidrodipicolinate synthase (DHDPS,
EC 4.1.2.52) and threonine synthase (TS, EC 4.2.99.2) have been characterised in a number of
plants species, with some being shown to be present in different isoenzymic forms (Azevedo et
al., 1992a; Teixeira et al., 1998; Vauterin et al., 1999).
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AK catalyses the phosphorylation of aspartate to produce B-aspartyl phosphate
(Azevedo and Lea, 2001) (Figure 1). In higher plants species, up to three isoenzymes have been
observed, which can be classified into two groups; lysine-semsitive and threonine-sensitive
(Azevedo et al., 1997). The lysine-sensitive form of AK, which may also be synergistically
feedback inhibited by lysine + S-adenosylmethionine (SAM) (Rognes et al., 1980), is normally
predominant in plant tissues accounting for around 50-70% of the total AK activity {Azevedo et
al., 1992a). The threonine-sensitive AK isoenzyme normally accounts for approximately 20% of
the total AK activity, with the clear exception of coix seeds (Lugli et al., 2002).
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Figure 1. The aspartate metabolic pathway leading to the synthesis of lysine, threonine,

methionine and isoleucine.

The conversion of aspartate semialdehyde to homoserine (Figure 1) in the presence of
the coenzymes NADH or NADPH is catalysed by the enzyme HSDH (Rognes, 1990). Two

isoenzymes, one sensitive to threonine feedback inhibition and other resistant to threonine
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inhibition have been observed in plants (Azevedo et al., 1997). In the case of AK and HSDH, the
isoenzymes sensitive to threonine feedback inhibition, have been shown to be part of a sihgle
bifunctional polypeptide (Azevedo and Lea, 2001; Paris et al., 2002). Distinct regulatory
properties, such as the effects of amino acids, $-2-aminoethyl-L-cysteine (AEC), SAM, calcium
and light, among others, have also been investigated for some of the enzymes of the aspartate
pathway (Rognes et al., 1980; Azevedo et al., 1992b; Lugli et al., 2000).

In this paper we have described for the first time the isolation of the enzymes involved
in threonine biosynthesis, AK and HSDH, from sorghum seeds. Some regulatory aspects have

also been mvestigated and a comparison with other cereal crop enzymes has been presented.
MATERIAL AND METHODS

Plant material: The massa 03 variety of sorghum (Sorghum bicolor [L.] Moench), kindly
donated by Dr. Luiz Gustavo Nussio (Departamento de Produg:ﬁo Animal, Escola Superior de
Agricultura "Luiz de Queiroz", Universidade de S3o Paulo) was used for the extraction and
isolation of the AK and HSDH enzymes. Plants were grown in the experimental station of the
Departamento de Genética, ESALQ-USP, Piracicaba during the summer season of 2001-2002,
and immature sorghum seeds (previous to milky stage [stage 1, 93 days], milky stage [stage 2, 97
days], and after the milky stage [stage 3, 101 days]) were harvested directly into liquid nitrogen
and stored at -70 °C until used in the extraction procedure.

Since these enzymes had not been previously isolated and characterized from sorghum,
several parameters related to extraction, purification and enzyme assays were optimized using

stage 2 sorghum seeds as follows:

Extraction of AK and HSDH: Extraction was carried out at 4 °C. Immature sorghum seeds (stage
2) were used and extracted in 5 volumes of 50 mmol.L™ Tris - HCI (pH 7.4) buffer containing
200 mmol.L™ KC1, 0.1 mmol.L”" PMSF, 0.1 mmolL" EDTA, 1 mmol.L” DTT, 2 mmol.L™" L-
lysine, 2 mmol.L" L-threonine, 10% (v/v) glycerol and 5% (w/v) PVPP (buffer A). The extract
was filtered through six layers of gauze and centrifuged at 10000 g, for 30 min to remove
completely the cell debris from the extract.
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Ammonium sulphate precipitation: Ammonium sulphate, the most commonly used salt for
fractionating proteins by precipitation was used as a first step of purification and was also used
for concentrating AK and HSDH during purification. The crude extract was initially precipitated
with three sequences of increasing ammonium sulphate concentration, to determine the optimum
concentration:
-sequence A: 0-20%; 20-40%; 40-60% and 60-80% ammonium sulphate saturation;
~-Sequence B: 0-30%; 30-50% and 50-70% ammonium sulphate saturation;
-Sequence C: 0-30%; 30-60% and 60-80% ammonium sulphate saturation.

Solid ammonium sulphate was added slowly to the extract and stirred for 30 min at 4 °C.
The sample was precipitated at 10000 g, for 30 min at 4 °C. The pellet was resuspended with the
minimum possible volume of 25 mmol.L" Tris - HCI (pH 7.4) buffer containing 1 mmol.L”
DTT, 0.1 mmolL" L-lysine, 0.1 mmoLL" L-threonine and 10% (v/v) glycerol (buffer B). The
subsequent ammonium suiphate precipitations were carried out under the same conditions using
the previous supernatant fraction and each pellet was desalted on Sephadex G-25 columns
equilibrated in the same buffer. The desalted samples were used to measure AK and HSDH

activities.

AK assay: AK activity was assayed routinely in a final volume of 500 pL as described by
Brennecke et al. (1996) with modifications according to the results obtained in this investigation.
The assay mixture compriséd 100 pL 100 mmol.L”' Tris - HCI (pH 7.4) containing 1 mmol. L™
DTT and 20% (v/v) glycerol, 100 pL 500 mmol.L” aspartic acid (pH 7.4), 50 pL 125 mmol.L"
magnesium sulphate, 50 uL 200 mmol.L" ATP (pH 7.4), 50 uL 4 mol.L” hydroxylamine (pH
7.4), 100 pl. H20 and 50 pL of enzyme extract. The assay was started by the addition of 50 pL
ATP and incubated at 35 °C for 30 min. The assay was terminated by the addition of 500 uL of
FeCl; reagent [670 mmolL” FeCl, 370 mmolL”’ HCl and 20% (w/v) TCA]. After
centrifugation for 10 min at 10000 g,, to remove precipitated protein, the absorbance of the
supernatant was measured at 505 nm Controls containing 10 pL 10 mmol.L” lysine, 10 pL 10
mmol.L"! threonine and 10 uL 10 mmol.L”? lysine plus 10 mmol.L" threonine were normally
included to ensure that the activity measured was due to AK and to identify the isoenzymes
sensitive to lysine and threonine. Three replications (different extracts) were carried out for each

assay.
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HSDH assay: HSDH activity was assayed spectrophotometrically at 340 nm in a final volume of
1.0 mL at 30 °C as described by Teixeira et al. (1998} with modifications according to the results
obtained in this investigation. The assay mixture contained 800 uL 100 mmol.L? Tris-HCl (pH
9.0) containing 150 mmol L KCl, 1 mmolL” DTT and 0.5 mmolL' EDTA, 100 uL 200
mmol.L™* DL-homoserine, 100 pL 4.8 mmol.L”! NADP, 50 uL of H,0 and 50 pL enzyme. The
effect of threonine on HSDH activity was determined by the addition of 10 yL of 2 10 mmol.L"!

solution of the amino acid, to the assay mixture. Three replications (different extracts) were

carried out for each assay.

Partial purification of AK and HSDH for determination of the optimum enzyme volume,
incubation time, activity during seed development, and tissue specificity: Extraction and
purification procedures were carried out at 4 °C. For the optimization of the enzyme assays,
immature sorghum seeds (milky stage) were used and extracted in 5 volumes of buffer A. The
extract was filtered through six layvers of gauze and centrifuged at 10000 g, for 30 min to remove
completely the cell debris from the extract. Solid ammonium sulphate was added slowly to 20-
60% saturation by gently stirring for at least 1 h, and the precipitated protein recovered by
centrifugation at 10000 g, for 30 min. The protein pellets were dissolved in a small volume of
buffer B. The sample was loaded onto a Sephadex G-25 column (2.5 x 20 cm) equilibrated with
5 column volumes of buffer B and run under gravity. The desalted sample was used for the
determination of optimum enzyme volume, incubation time, activity during seed development,
tissue specificity, and NADP and NAD as HSDH substrates.

Optimum enzyme volume for AK and HSDH: The effect of volume of extract on AK and HDSH
assays was determined by adding 50, 100, 150 and 200 pL of partially purified enzyme extract to

the assay mixtures as described above.
Optimum time of incubation for AK and HSDH: The effect of time of incubation of the AK and

HSDH assays was determined by incubating the assay mixtures for 15, 45, 75, 105 and 120 min
at 35 °C.
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AK and HSDH activities during seed development: Immature sorghum seeds from the three
developing stages were used. The AK and HSDH activities were determined of the partially

purified enzyme extract, as described above.

Tissue specificity of the AK and HSDH: AK and HSDH were extracted and partially purified as
described above, from sorghum leaves, etiolated leaves and roots (normal seedlings and etiolated
seedlings) obtained from 15 d old seedlings grown in a glasshouse at 14/10 h photoperiod {or
shade) and 22-25 °C, and immature seeds (stage 2) and mature seeds. AK and HSDH activities

were determined as described above.

NADP and NAD as co-enzyme substrates for HSDH: HSDH can use either NADP or NAD as the
coenzyme substrate. We have tested NADP (4.8 and 2 mmol.L™") and NAD (4.8 and 2 mmol.L™h)
as substrates for HSDH in the assay mixture, using a partially purified extract (stage 2) as the

source of enzyme, as described above.

Anion exchange chromatography step-wise elution of AK and HSDH: Partially purified AK and
HSDH, following 20-60% saturated ammonjum sulphate precipitation and desaiting on a
Sephadex G-25 column, were further purified on a DEAE-Sephacel column (2.5 x 8 cm; flow
rate 1 mL.min ™) equilibrated in buffer B. The column was washed with buffer B and a step-wise
elution (0-100, 100-200, 200-300, 300-400 and 400-500 mmol.L"' KCI) was carried out. A final
wash with 1 mol.L? KCI was also performed and the fractions were analysed for enzyme

activities.

Effect of calcium and EGTA on AK and HSDH activities: AK and HSDH activities were
determined in the presence of 1.6 mmol.L" CaCl,, 1.6 mmol.L” EGTA and 1.6 mmol.L™" CaCl,
plus 1.6 mmol.L”" EGTA. Blanks with and without the compounds being tested were included.
Negative controls lacking the substrates, aspartic acid and homoserine, were also assayed on

each occasion.
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Effect of methionine and valine on AK and HSDH activities: AK and HSDH activities were
determined in the presence of 1-5 mmol.L”? L-methionine and 1-5 mmol.L™ L-valine. Blanks

and negative controls were tested as described above.

Effects of lysine, threonine and AEC on AK and HSDH activities: AK and HSDH activities were
determined in the presence of 1-5 mmol.L™ L-lysine, 1-5 mmol.L" L-threonine, 1-5 mmol.L L-
lysine plus 1-5 mmol.L" L-threonine and 1-5 mmol.L"' AEC. Blanks and negative controls were

tested as described above.

Protein determination: The protein concentration of all samples was determined by the method

of Bradford (1976) using bovine serum albumin as a standard.
RESULTS AND DISCUSSION

AK and HSDH tissue specificity: AK and HSDH, which have been previously shown to play an
important role in lysine metabolism (Azevedo et al., 1997) in several plant species, have been
isolated from sorghum tissues. AK and HSDH activities were initially measured in leaves and
roots (light grown and etiolated) obtained from 15 d old seedlings and mature and immature
seeds. AK and HSDH activities were shown to be low or zero in all the seedling tissues tested,
with the immature seeds exhibiting a much higher activity when compared to leaves and roots
(Table 1). It has been shown previously for other plant species (e.g. maize and rice) that
developing seeds normally exhibit the highest AK and HSDH activities with very low levels in
other tissues (Brennecke et al., 1996; Teixeira et al., 1998; Gaziola et al., 1999), which agree
with the results observed in sorghum. Furthermore, it is interesting that no activity was observed

in the etiolated tissue which suggest that carbohydrate might induce the synthesis of AK.
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Table 1. The specific activity of AK and HSDH isolated from various tissues of sorghum.

Sorghum Tissues

Specife activity Leaves Etiolated Roots Roots Mature Immature
(nmol.min.mg™” prot) Leaves (Normal  (Etiolated Seeds Seeds

Seedlings} Seediings)

AK 2462021 0 1.83+0.14 0 7742022 3.19%043
HSDH 0.85+£0.03 ¢ 0312002 0 0732005 3152022

AK and HSDH activities in developing seeds: The activities of AK and HSDH enzymes were
also determined in the developing sorghum seeds. The three developing stages analyzed
exhibited very similar levels of AK and HSDH activities (Table 2}, suggesting that any of the
three stages could be used for the isolation of the enzymes. However, in other plant species,
endosperm or seed developmental stages have shown large variations in the distribution of
enzyme activity (Azevedo et al., 1997). In maize, AK activity was shown increase at 12 days
after pollination reaching a peak of maximum activity at 16 days after pollination (DAP),
reducing dramatically after this period (Brennecke et al., 1996). In rice, the variation in activity
has not been shown to vary as observed in maize, exhibiting higher activity in the milky stage
(Teixeira et al., 1998). The determination of enzyme activity during seed development is
important for future purification of the enzyme. Furthermore, in the case of AK and HSDH
which have been shown to exist as distinct isoenzymes, the analyses of different stages may help
to elucidate or determine different regulatory patterns for lysine and threonine biosynthesis
during seed development. Studies with maize endosperms have also shown that enzymes
involved in the metabolism of lysine exhibit distinct patterns of activity. AK and HSDH, which
are involved in lysine and threonine biosynthesis, are normally higher in the early stages of seed
development in order to provide lysine for incorporation in the storage proteins. However, the
enzymes lysine 2-oxoglutarate reductase (LOR) and saccharopine dehydrogenase, involved in
lysine catabolism, exhibit peaks of activity later during the endosperm development, suggesting
the degradation of lysine not used in protein synthesis (Gaziola et al., 1999).

Based on these results and the data from the literature, seeds at stage 2 were used for the
partial purification of the enzymes, the optimization of the enzyme assays and the other analyses
carried out in this study.
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Table 2. The specific activity of AK and HSDH isolated from sorghum seeds, at three different

stages of development.

Seed Development Stage
Specific activity Stage % Stage 2 Stage 3
(nmohmim"i.mg'j prot)
AK 7.12+0.63 6.89 £4.59 6.8740.53

HSDH 3.27+£0.21 3334033 341 £0.18

Solid ammonium sulphate precipitation: Precipitation by the addition of neutral salts is probably
the most commonly used simple method for fractionating proteins. The precipitated protein is
usually not denatured and activity is recovered upon re-dissolving the pellet. In addition, these
salts can stabilise proteins against denaturation, proteolysis or bacterial contamination {(Englard
and Seifter, 1990). Solid ammonium sulphate is the most commonly used salt and was used as
the first step of purification and also used for concentrating AK and HSDH during these process.
AK has been shown to precipitate between 30-55% saturation of ammonium sulphate in
Cicer (Dey and Guha-Mukherjee, 2000}, 20-50% in rice (Lugli et al., 2000), 0-60% in Nicotiana
sylvestris leaves (Frankard et al.,, 1992), 35-60% in maize anthers, immature endosperms and
scutellum (Brennecke et al., 1996; Gaziola et al., 1999), 40-60% in carrot cells (Relton et al.,,
1988) and 0-66% in tobacco (Shaul and Galili, 1993). Three sequences of precipitation with
ammonium sulphate were tested using stage 2 sorghum seeds (Figure 2). AK activity could be
almost completely recovered from the pellets precipitated with 20-60% saturation of solid
ammonium sulphate with very little left over after 60% (Figure 2 A,C,E). The HSDH activity
also could be recovered with 20-60% with ammonium sulphate saturation (Figure 2 B,D,F).
Although both enzymes could be recovered in the same fractions, it appears that HSDH activity
is more concentrated between 30-50% saturation, whereas AK has a much wider distribution
which could be due to different isoenzyme distribution. These results were not significantly
different from the results previously reported for other plant species and the 20-60% ammonium
sulphate saturation was adopted during enzyme purification, allowing the purification of both

enzymes simultaneously.
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Figure 2. Ammonium sulphate precipitation of AK (A,C,E) and HSDH (B,D,F) isolated from

sorghum seeds.
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Enzyme assays optimization: A fundamental aspect in determining enzyme activity and further
characterization of the enzyme is that the assay is reliable and enzyme activity is determined
accurately. Previous reports have used distinct assay conditions depending on the plant or even
tissue to be analyzed. Since these enzyvmes had not been previously isolated from sorghum, we
decided to check some of these conditions for AK and HSDH assays in order to ensure accurate
determinations of enzyme activity.

In many situations, sample volume can be reduced due to the amount of tissue or protein
enzyme in the extract and very little can be used for the enzyme assay during a purification
procedure. For instance, in the case of AK, which exhibits very low activity levels, larger amount
of enzyme must be added to the assay mixture. Furthermore, the presence of isoenzymes that can
be identified based on inhibition patterns require the use of more sample in assay test. We have
established a total of 1 mL volume for the enzyme assays in this research. Previous reports have
routinely used 100 uL of plant extract as a standard volume for the assays (Bonner and Lea,
1990; Azevedo et al., 1992¢). In this study, we measured both enzyme activities varying the
amount of plant extracted added to the assays (Figure 3). The increase in plant extract added to
the AK assay did not ensure a linear increase of AK activity above 100 puL (Figure 3A), although
a continuous increase in activity was observed up to 200 pL enzyme extract. For HSDH, plant
extract volumes higher than 100 pL did not alter HSDH activity, suggesting that volumes higher
than 100 ul should be avoided (Figure 3B). Moreover, when plant extracts containing a higher
concentration of enzyme protein is used, dilutions or lower volumes of extract should be used to
ensure that over or under estimated HSDH activities are not determined.

Another aspect that should be considered is how long the assay is run. As observed for
volume enzyme used in the assay, it is important that the assay also shows linearity over the
period of incubation. Similarly to the results observed for enzyme volume, the AK assay did not
show a linear increase in activity if time zero is considered, since a highest increase in activity
was observed during the first 15 min of incubation, but being linear afterwards for up to 105 min
of incubation (Figure 4A). A very similar variation was observed for HSDH (Figure 4B).
Although a more detailed analysis of each assay can be carried out to check other parameters
(e.g. substrate concentration), the combination of period of incubation and volume of plant
extract should be considered during the purification procedure and altered according to the

variations in the concentration of AK and HSDH enzyme proteins in the extracts.
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Based on these data, we have used in all further analyses 50 uL of plant extract, but
reduced the time of incubation in both assays to periods varying between 10-30 min, depending

on the enzyme to be measured and concentration of enzyme protein in the extracts,

NADP and NAD as substrates for HSDH: In higher plants, HSDH catalyses the reduction of
aspartate semialdehyde to homoserine (Figure 1) by NADPH, with NADH also serving as a co-
enzyme substrate (Azevedo and Lea, 2001). The great majority of the investigations carried out
with HSDH have measured the activity in the reverse direction of the reaction, using NAD™ or
NADP" as co-enzyme substrates, due to the fact that aspartate semialdehyde is a difficult
substrate to obtain. The sorghum HSDH was shown use NADP" more efficiently, even at the
lower concentration tested, when compared to the HSDH activity obtained when using NAD"
{Table 3). Although variation in the range of efficiency between NADP" and NAD" has been
observed in the literature among plant species, NADP® was consistently more efficient as

observed in sorghum.

Table 3. The activity of HSDH isolated from sorghum seeds using either NAD" or NADP" a5 a

substrate,

Substrate-
Specific Activity NADP NADP" NAD" NAD"
(nmol.min”.mg” prot) (2.0 mmol.L?Y) (4.8mmol.LY) (2.0 mmot.L"y (4.8 mmolL™)
HSDH 0.905 £ 0.057 1.302 £0.028 0.199 +0.055 0.529 +0.048

Enzymes partial purification: In order to study some properties of AK and HSDH, the enzymes
were partially purified from developing stage 2 'sorghum seeds using ammonium sulphate
precipitation, followed by step-wise elution from an anion-exchange chromatography column.
Both enzymes were co-eluted between 100 and 300 mmol.L"' KCl (Figure 5). Residual AK
activity from the second peak (200-300 mmol.L" KCI), was also observed in the 300-400
mmol.L” KCl step-wise fraction (Figure 5A). Preliminary analysis of the fractions containing
higher AK and HSDH activities in the presence of lysine and threonine, did not allow the
identification of specific peaks containing the distinct isoenzymes of AK (lysine-sensitive and

threonine-sensitive) or HSDH (threonine-resistant and threonine-sensitive) (data not shown).
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Therefore, the fractions containing AK activity and HSDH activity were combined and used in
all further analyses.

0.45 P 4.0
- I8 —3— AK (505am) -
0.40 |- e —&— HSDH (340nm)- 3.5
i \ —C— Protein (280nm )
0.35 X

AK and HSDH 0O.D.

uryoad fejo0],

3 5 3 - 0
0 10 20 30 4 50 60 70 80 90 100

Fractions

Figure 5. Step-wise elution of AKX and HSDH isolated from sorghum seeds, from an anion-

exchange chromatography column, using increased concentrations of KCI.

Effect of lysine, threonine and AEC on AK and HSDH activities: The combined fractions
containing AK and HSDH activities from the step-wise anion-exchange chromatography
procedure were analyzed in the presence of the amino acids lysine and threonine (Figure 6). Both
amino acids were shown to be able to inhibit AKX, indicating the existence of at least two
isoenzymes of AK, one sensitive to lysine and the other sensitive to threonine, even though the
purification procedure used, was not able to separate distinct peaks (Figure 6A). The inhibition
patterns also revealed that the lysine-sensitive AK isoenzyme is predominant in sorghum seeds
since lysine inhibited AK activity more strongly, when compared to threonine at all
concentrations tested (Figure 6A). Moreover, when both amino acids were added together to the
assay mixture, a stronger inhibitory effect was observed further confirming the existence of two
isoenzvmes of AK in sorghum (Figure 6A). According to previous reports, lysine has been
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widely shown to be the main inhibitor of AK activity in higher plants (Azevedo et al., 1997), the
only clear exception being coix séeds, in which the threonine-sensitive AK isoenzyme is
predominant (Lugli et al,, 2002). AK from sorghum appears to follow the pattern of iscenzyme
distribution exhibited by the majority of other plant species. The addition of AEC to the assay
mixture is also interesting, since this lysine analogue was not able to produce a strong inhibition
of AK activity (Figure 6A). AEC has been show to be able to substitute for lysine in proteins
(Azevedo et al., 1997) and also to act as a substrate for LOR activity, but not to the same extent
as lysine (Gaziola et al., 2000) in rice seeds. The effect of these amino acids on HSDH activity
were very different (Figure 6B), with only a slight inhibition by lysine at the highest
concentration tested, which has not been reported previously. Threonine inhibited HSDH activity
more effectively above the concentration of 2 mmol.L™, but still the majority of HSDH activity
could not be inhibited by the amino acid-, indicating that at least two isoenzymes of HSDH are
present in sorghum seeds, one resistant to threonine inhibition which is predominant, and the
other sensitive to threonine inhibition, a pattern that essentially agrees with what has been
reported for HSDH from other plant species (Azevedo et al., 1997). Surprisingly, the addition of
lysine and threonine together produced a stronger inhibition of HSDH when compared to
“threonine alone, which has not been reported previously. In a similar way, AEC also inhibited
HSDH activity, but at the lower concentration tested. Further investigation with separated HSDH
and AKX isoenzymes may help to elucidate such results.

Effect of methionine and valine on AK and HSDH activities: The effect of methionine and valine
on AK and HSDH activities have been investigated previously in other plant species and have
shown distinct results (Lugli et al., 2000). In sorghum seeds, the addition of both amino acids to
the assay mixture did not only result in any significant alteration in AK activity (Figure 6C).
However, at 5 mmol.L”! methionine partially inhibited HSDH activity, whereas valine was able
to inhibit HSDH activity to the same extent as methionine at all concentrations tested (Figure
6D). Methionine is also synthesized in the aspartate metabolic pathway (Figure 1), whereas
valine is not. The inhibition of HSDH activity by methionine and valine had not been previously
tested or reported, as far as we are aware. These results are difficult to explain and further

investigation is clearly necessary.
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Figure 6. The effect of the addition of amino acids (X, lysine; T, threonine; M, methionine; V,
valine), Ca, EGTA and aminoethyl I-cysteine (AEC) alone and in combination at mM
concentrations, on the determined activities of AK (A,C,E) and HSDH (B,D,F) isolated from

sorghum seeds.
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Effect of calcium and EGTA on AK and HSDH activities: It is well established that calcium plays
an important role in plant signaling (Hetherington and Bownlee, 2004). The regulatory action of
calcium ranges from contro} of ion transport to gene expression. A rapid and transient increase in
cytosolic calcium concentration upon different extra-cellular stimuli is considered as the primary
event in different physiological responses (Shacklock et al., 1992) and in the activation of
different biochemical pathways (Karchi et al, 1995). In earlier studies, it was shown that
phytochrome activation of AK is mediated through calcium (Dey and Guha-Mukherjee, 1999).
Further evidence was provided when elevated level of intracellular calcium in immature seeds
activated AK (Dey and Guha-Mukherjee, 2000). However, such a regulatory role for calcium on
AK could not be confirmed in a series of other reports with different plants species (Azevedo
and Lea, 2001). AK isoenzymes highly purified from carrot celi cultures (Retton et al., 1988),
maize cell cultures (Azevedo et al., 1992¢) and rice seeds (Lugli et al., 2000} were not affected
by calcium and EGTA. The effect of calcium and EGTA on the combined pool of fractions
containing AK and HSDH activity, from the step-wise anion exchange chromatography was
tested (Figure 6). The activity of AK was not affected by any of the treatments, indicating that
calcium does not regulate AK activity from sorghum seeds (Figure 6E). Although calcium did
not stimulate HSDH activity, the addition of EGTA alone and in combination with extra calcium
suggest that HSDH may be stimulated by calcium under some circumstances (Figure 6F). It is,
likely that the calcium concentration within the cell system is high enough to maintain HSDH
activity at its maximum, so that the addition of extra calcium does not further stimulate the
activity, but addition of EGTA could reduced HSDH activity (Figure 6F). Although a
controvefsy exists about the regulatory role for calcium on AK activity in plants, such a
regulation by calcium of enzymes involved in lysine catabolism has been reported (Kemper et
al., 1998; Gaziola et al., 2000).

A comprehensive purification procedure is under way on our laboratory which will allow the
isolation of the specific isoenzymes from sorghum and will help to characterize the properties of
each isoenzyme. Furthermore, we will also be able to identify the existence of a bifunctional
enzyme containing threonine-sensitive AK and HSDH domains as has been reported in other

plant species (Azevedo, 2002).
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5.3. Cromatografia de troca idnica do tipo gradiente linear

A cromatografia por troca ibnica foi utilizada para a purificacfio parcial das enzimas AK
e HSDH em sementes imaturas de sorgo, utilizando-se um gradiente linear de 0 - 500 mmol. L™
KCl em colunas de DEAE-Sephacel. As atividades de AK foram recuperadas nas fragOes
correspondentes a 155 - 262 mmol.L? KCI, sendo observado pelo menos dois picos, o primeiro
eluido em 183 mmol.L™ KCl e o outro em 236 mmol.L™ KCl (Figura 4A). Pelos resultados
apresentados até agora em sorgo, fica evidente a sobreposicio de possiveis isoformas, tanto de
AK como de HSDH, que ainda necessitam de uma melhor separagfio para caracterizacfio precisa.
Assim, tanto o primeiro pico como o segundo, referem-se claramente as isoformas de AK
sensiveis & inibigdo por lisina, sendo que percebe-se também uma isoforma de AKX sobreposta ao
primeiro pico de AK eluida juntamente com o pico de HSDH sensivel & inibigdo por treonina,
podendo ser esta isoforma caracterizada como AK-HSDH bifuncional. No caso da HSDH
(Figura 4B), foi observada uma elui¢8o deslocada de 110 — 251 mmol.L”! KCI, onde dois picos
que se sobrepdem, sendo o primeiro pico eluido em 145 mmol.L™! KCl e o segundo em 183
mmolL.L! KCI. O primeiro refere-se a uma isoforma da enzima resistente & inibicfio por treonina
e o segundo, & isoforma sensivel & inibigdo por treonina, podendo este fazer parte do
polipeptideo bifuncional AK-HSDH, como ja mencionado. Em sementes imaturas de arroz
foram encontrados dois picos de atividade de AK, um caracterizado como sendo uma isoforma
que a isoforma inibida por treonina eluiu juntamente com a HSDH, sugerindo a presenca de um
polipeptideo bifuncional nesta planta, com atividade AK-HSDH (Teixeira et al., 1998), o que
tem sido observado em vérias plantas, como em cenoura (Wilson et al., 1991) e em milho
(Azevedo et al., 1992b).

Em contrapartida, Lugli et al. (2002), estudando coix, detectaram a presenga de duas
isoformas da AK, uma sensivel a inibi¢do por lisina e outra sensivel a inibigio por treonina,
sendo esta Gltima predominante nesta espécie, j4 que em plantas superiores estima-se a
predominéncia da isoforma sensivel a inibigio por lisina (Azevedo & Lea, 2001), além de ndo se
ter claros indicios que a isoforma sensivel a treonina seja parte de um polipeptidio bifuncional
com atividade de AK-HSDH. No caso de sorgo, nossos resultados sugerem a presenca de pelo
menos trés isoformas de AK, duas delas sensiveis a inibigio por lisina e uma outra sensivel a

inibi¢dio por treonina (Figura 4A).
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eluicdo do tipo gradiente linear (0 — 500 mmol L~ KCl) em coluna de troca ani6nica DEAE-

Sephacel. Os tratamentos estdo indicados na prépria figura.
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A adic8o de lisina juntamente com treonina revelou um efeito sinergistico inibindo
fortemente a atividade de AK em sementes imaturas de sorgo. Aparentemente, para HSDH foi
observada a presenga de dois picos de atividade e de pelo menos duas isoformas da enzima, uma

resistente ¢ outra sensivel a inibic&o por treonina (Figura 4B).

5.4. Cromatografia de filtracio em gel em FPLC

A purificacdo das enzimas AK e HSDH em sementes imaturas de sorgo também foi
realizada por cromatografia de filtragdo em gel, utilizando-se coluna Superose 12HR 10/ 30 em
sistema FPLC. O perfil de eluicdo de AK revelou a presenca de pelo menos um pico de atividade
bem caracteristico € um segundo pico de menor intensidade (Figura 5A). Em contrapartida,
HSDH apresentou somente um pico de atividade (Figura 5B). Em arroz, por sua vez, esta
cromatografia revelou a presenca de somente um pico de atividade de AK, porém este pode ser
separado em dois pela adi¢do de treonina e lisina separadamente, confirmando a presenca de
duas isoformas da AK, uma sensivel a inibi¢8o por treonina e outra sensivel a inibic#o por lisina
{Teixeira et al., 1998), reforgando a hipdtese que isto ¢ uma caracteristica de todos os vegetais
(Azevedo & Lea, 2001). Similarmente, HSDH de arroz eluiu apresentando somente um pico de
atividade, sendo este fortemente inibido por treonina (Teixeira et al., 1998). Este padriio indica a
possivel existéncia de uma isoforma da HSDH sensivel 4 treonina, o que também pode ser vélido
para a atividade de HSDH de sementes imaturas de sorgo.

A massa molecular da AK de sementes imaturas de sorgo foi determinada através de
cromatografia de filtracio em gel (Superose 12HR 10 / 30). O pico de atividade da enzima foi
estimado ter uma massa molecular de aproximadamente 154 kDa (figura 6). As massas
moleculares das isoformas da AK sensiveis a lisina variam grandemente entre as espécies
vegetais.

Em arroz, Teixeira et al. (1998) estimaram a massa molecular desta isoforma em 167
kDa, enquanto que em milho Dotson et al. (1989) e Azevedo et al. (1992a) estimaram em 254
kDa e 150 kDa, respectivamente. A massa molecular da AK sensivel 4 lisina de cenoura também
apresentou variagOes entre 100 kDa e 253 kDa (Relton et al., 1988). Em relagio as isoformas da
AK sensfveis a treonina, Teixeira et al. (1998), trabalhando com arroz, encontraram uma massa
molecular de 186 kDa, enquanto que em milho, Azevedo et al. (1992a) determinaram massa

molecular de 180 kDa para esta isoforma da AK.
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5.5. Cromatografia de filtracdio em gel em coluna Sephacryl S-200

O estudo de purificagiio das isoenzimas da AK e HSDH de sementes imaturas de sorgo
por cromatografia de filtragdo em gel em coluna preparativa de Sephacryl S-200, foi realizado
devido & sua propriedade de separagfio de proteinas de 5 a 250 kDa e nos revelou alguns
resultados importantes.

No caso da AK, foi observado claramente um pico de atividade inibido por treonina, o
qual pode ser parte de um polipeptideo bifuncional com atividade de AK-HSDH. Sugere-se
também a presenga de pelo menos uma isoenzima de AK inibida por lisina, a qual se apresenta
intercalada ao primeiro pico discutido (Figura 7A).

Para a enzima HSDH, foi observado somente um pico de atividade eluido
coincidentemente junto com o primeiro pico de AK enconirado. Esta isoenzima de HSDH
apresenta caracteristicas de inibicdo por treonina, reforcando a hipdtese de que se trata da
isoenzima AK-HSDH bifuncional € nenhum pico de atividade dessa enzima resistente a inibigio

por treonina foi observado (Figura 7B).
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A massa molecular da AK de sementes imaturas de sorgo foi determinada através de
cromatografia de filtracdo em gel S-200. A massa molecular associada ao primeiro pico de
atividade da enzima foi estimada em aproximadamente 167 kDa, correspondendo, pelas
caracteristicas de inibicSo apresentadas, a isoenzima bifuncional AK-HSDH. Entretanto, foi
observado também, um segundo pico de aproximadamente 79 kDa, o qual parece ser referente a
uma isoforma de AK inibida por lisina. Porém, os padrdes de inibigdo observados por esta

técnica ndio deixam claras as caracteristicas dessa isoenzima (Figura 8).

5.6. Tabela de Purificacio

Os estudos relativos & purificacio da enzima AK de sorgo revelaram um fator de

purificaciio de aproximadamente 30 vezes, bem como uma recuperagio final de 8% (Tabela 2).
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Estes valores estdo muito baixos quando comparados com trabalhos realizados com outras
espécies de plantas, como o milhe estudado por Azevedo et al. (1992a) ¢ cenoura estudado por
Relton et al. (1988). Similarmente, o grau de purificacio da AK de sementes imaturas de arroz
também foi baixo, aproximadamente 28 vezes, porém a recuperagio da enzima foi
consideravelmente alta quando comparada com trabalhos anteriores, em torno de 82% (Teixeira
et al., 1998).

TABELA 2. Protocolo para purificago parcial da AK a partir de 200 g de sementes imaturas de
sorgo (estagio 2). Passos sequenciais de purificagio da AK a partir de um dos varios

experimentos.

; Proteina  Atividade Atividade Recuperagiio -Fator de
PURIFICACAO total total especifica (%) Purificacio

Sulfato de amonio
{20-60%}

) peros 1 10/30 ' 8,21 ) 29,87

5.7. Modulacio da AK ¢ HSDH

Em plantas superiofes as atividades das enzimas AK e HSDH podem ser inibidas ou
ativadas por alguns aminoacidos, analogos de aminoacidos e cofatores importantes para diversos
passos metabolicos. No intuito de se estudar a influéncia de varios compostos no comportamento
dessas enzimas em sementes imaturas de sorgo, foram determinadas as atividades de AK e
HSDH em relagéio aos tratamentos com lisina, treonina, metionina, valina, AEC, célcio, EGTA,
calmodulina, componente 48/80, SAM e KCl (Figura 9A,B). Apesar de ainda ndo se terem sido
isoladas as possiveis isoformas da AK em sorgo, nossos resultados revelaram um padrio de
inibicdo da atividade desta enzima nos tratamentos com lisina, treonina e lisina + treonina nas
concentragies de 1 e 5 mmolL”, sendo que a inibigdo foi mais acentuada na maior
concentragdo, além de se notar uma maior inibi¢go da atividade da enzima por lisina do que por
treonina e ambos aminoacidos juntos, inibiram quase que por completo, a atividade enzimética.

Testes similares foram realizados em arroz por Lugli et al. (2000), revelando o mesmo padriio de
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inibicio, apesar deste estudo ter sido realizado testando-se as isoformas sensiveis 2 treonina €
lisina, separadamente.

No entanto, AEC, andlogo da lisina nfio foi tdo efetivo para a inibigdo da enzima em
sorgo, mesmo na maior concentragio. Valina também nfo promoveu nenhuma alteracfo da
atividade de AK, enquanto que metionina, na maior concentragdo, inibiu a atividade da enzima.
Estes resultados obtidos s#o similares aos observados em sementes imaturas de arroz por Lughi et
al. (2000).

E bem estabelecido que calcio representa um importante papel na transducgo de sinais em
plantas. A acdo regulatdria do célcio varia do controle do transporte de ions até a expressio
génica. Um répido aumento na concentracio do calcio citossolico sob diferentes estimulos
extracelulares é considerado como um evento primédrio na ativacio de diferentes vias
bioquimicas (Dey & Guha-Mukherjee, 1999). Alguns estudos realizados com a leguminosa grio-
de-bico sugeriram, também, a existéncia de um possivel fitocromo da enzima AK e que a
ativagfo desta molécula é mediada por célcio. Assim, existem evidéncias que a elevagdo dos
niveis de célcio intracelular em sementes imaturas ativa a AK (Dey & Guha-Mukherjee, 2000).
Porém isto ndo pode ser afirmado para outras espécies de plantas estudas até entfo. Isoenzimas
da AK altamente purificadas de cenoura (Bonner et al., 1986), milho (Azevedo et al., 1992b) e
arroz (Lugli et al., 2000) nfo foram afetadas por calcio e EGTA (quelante de calcio). Da mesma
forma, os resultados obtidos neste estudo revelaram que, tanto calcio como EGTA nédo
promoveram alterages acentuadas na atividade da AK de sementes imaturas de sorgo (Figura
9A). Plantas estioladas de sorgo também n#o revelaram nenhuma atividade de AK, porém isto
deve estar relacionado a interrupgdo de diversos processos metabdlicos complexos dependentes
primariamente de luz e nfo especificamente a presenga de um possivel fitocromo como sugerido
e que € motivo de muitas controvérsias entre grupos de pesquisa desta drea (Azevedo et al.,
1997).

Similarmente, calmodulina ¢ o componente 48/80, inibidor de calmodulina, bem como
SAM e KCl nfio exibiram alteragdes importantes na atividade de AK. Sendo que SAM mais

lisina e treonina inibiram 2 enzima devido a presenca destes aminoacidos.
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No caso da HSDH, em plantas superiores sfo observadas duas isoenzimas com respostas
diferenciadas a retroinibi¢fio por treonina, uma HSDH-R, que se refere a uma isoforma resistente
3 inibico por este aminoacido. No entanto, uma outra isoforma HDHD-S, sensivel 3
retroinibicBo por treonina, fambém ¢ observada em vegetais e faz parte de uma proteina
bifuncional, com um dominio com atividade de AK e outro com atividade de HSDH. Esta
isoenzima apresenta quase que 100% de inibigSo de atividade quando submetida a tratamentos
com lisina ¢ treonina sinergisticamente (Galili, 1995; Azevedo et al., 1997; Azevedo, 2002). No
caso de sorgo, a atividade da HSDH apresentou uma acentuada inibigio quando submetida aos
tratamentos com treonina e lisina mais treonina, nas concentracdes de 5 mmol.L), o que esta de
acordo com as caracteristicas desta enzima apresentadas na literatura para outras espécies de
vegetais. Entretanto, 1 mmol.L” SAM mais 5 mmol.L”! treonina, também foi efetivo na inibicdo
da HSDH, certamente devido principalmente & presenca do aminoacido treomina. Porém,
claramente observou-se uma pequena inibicio desta enzima pelo aminoacido lisina, resultante da
utilizagfio de amostras parcialmente purificadas e isoladas. Este fato resulta na interferéncia da
lisina e seu analogo SAM sobre a atividade da HSDH.

Outro fato interessante observado foi uma inibi¢fo expressiva na atividade da HSDH
submetida a 5 mmol.L™! de valina, fato diferenciado da literatura, pois ndo hé relatos da
interferéncia deste aminoécido sob a atividade desta enzima, diferentemente da AK sensivel a
lisina de arroz, que teve sua atividade estimulada pela atuagfio deste aminodcido, porém nenhum
efeito fol notado com respeito a isoenzima AK sensivel a inibi¢fio por treonina (Lugli et al.,
2000), a qual poderia estar relacionada a HSDH-S, devido & bifuncionalidade ja discutida. O
efeito do K' na atividade da HSDH de sementes imaturas de sorgo também foi investigado.
Todas as concentragdes de KCl utilizadas (100 — 500 mmol.L") nfo revelaram efeitos
significativos sobre a atividade desta enzima, sendo que resultados semelhantes foram
encontrados para HSDH de sementes de milho, que também néio sofreu influéncia de K™ sobre
sua atividade (Bryan, 1990).

5.8. Transmitancia de infravermelho-préximo

Como ja apresentado na revisfio de literatura, tanto o milho opaco-2 como o QPM, obtido
a partir do primeiro, sdo caracterizados como de alta lisina. Assim, no intuito de se verificar a

concentracdo deste aminoécido, utilizamos duas técnicas bastante distintas. Inicialmente,
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utilizamos de transmitdncia de infravermelho-préximo em sementes de sorgo, tanto para o
MASSA 03 como para os acessos ICRISAT. Foram utilizados como padrio para comparag¢do
tanto os milhos citados, como também dois hibridos normais, em relagfio a concentracio de
lisina, metionina, 6leo e proteinas fotais das sementes analisadas.

Em nossos resultados, foi possivel observar que o hibride de sorgo MASSA 03, material
vegetal de nosso trabalho, apresentou uma concentragio de lisina préxima das encontradas na
maioria dos acessos ICRISAT alta lisina. Assim, a concentragiio deste aminoacido do SOTEO
MASSA 03 somente foi significativamente inferior em relagio aos acessos IS16227 ¢ 1S16199,
que apresentaram niveis os niveis mais elevados de lisina. Com relagio ao aminoacido
metionina, o sorgo MASSA 03 também apresentou concentragfes similares as observadas nos
acessos, sendo inferior somente & encontrada no milho opaco-2. Interessantemente, para o sorgo
1516199 néo foi observada a presen¢a de metionina nas sementes (Figura 10B).

Com relac@o & concentragio de 6leo nas sementes analisadas, o sorgo MASSA 03
apresentou uma concentra¢dio bem alta comparada as encontradas nos outros acessos ICRISAT
alta lisina. Entretanto esta concentragio de 6leo foi inferior as concentracdes observadas nos
mithos QPMs, normal e Zeneca, superando apenas o opaco-2. Os sorgos I1S16199 e 1S16210 ndo
apresentaram uma concentracio detectavel de 6leo de acordo com 0 método utilizado. No caso
da concentragho de proteinas totais, observamos que o sorgo MASSA 03 apresentou uma alta
quantidade protéica, superada apenas pelos mithos Zeneca e opaco-2 e pelo sorgo alta lisina,
1S16227 (Figura 10A).

5.9. Proteinas de reserva de sorgo

Neste trabalho foram determinadas pelo método de Lowry (1951) as concentragdes das
fracOes das proteinas de reserva em diversos genétipos de sorgo classificados como mutantes alta
lisina e um hibrido comercial MASSA 03 (Dow Agrosciences), utilizado como testemunha para
fins comparativos. A seguir serdo detalhados os resultados obtidos quanto as proteinas de resefva
totais e especificamente das fragSes albumina, globulina, kafirina 1, kafirina 2 e glutelina, pois
estdo diretamente relacionados a qualidade das proteinas das sementes de sorgo. Os dados foram

apresentados e discutidos em valores absolutos (mg.mL™).
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FIGURA 10. Concentracéio de proteinas totais e 6leo (A), lisina e metionina (B) de sementes de
milho e sorgo. 1 — milho normal; 2 — milho opaco-2; 3 -~ milho QPM BR451; 4 — milho QPM
BR473; 5 - milho Zeneca 8392; 6 — sorgo MASSA 03; 7 —~ sorgo IS111676; 8 — sorgo 1822204; 9
— sorgo IS16227; 10 — sorgo IS10477; 11 — sorgo IS11758; 12 — sorgo IS16199; 13 — sorgo
1S25792; 14 — sorgo IS5603; 15 — sorgo 1S16210. Desvio padréo: média de 5 repeticdes com 23

sementes cada andlise.
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Mediante a utilizagdo da Andlise de Varidncia, pode-se observar na Tabela 3, que os
resultados referentes as quantidades absolutas indicaram que houve diferencas altamente
significativas entre os diferentes gendtipos de sorgo em relagdo as fragBes protéicas totais
analisadas (prob. > 0,0001).

TABELA 3. Andlise de varifncia para médias de concentragdes (mg.mL™") das fragles das

proteinas de reserva de diferentes gendtipos de sorgo (& = 0,05).

PROTEINAS 3 C.V F

TOTAL - 18,05 1.54 1122.58 0,0001

Uma vez constatada diferencas significativas, dando continuidade aos estudos, foram
conduzidas andlises de compara¢io de médias através do teste de Duncan, obtidas a partir da
Tabela 4.

Em relagfo aos niveis totais de proteinas de reserva, evidencia-se na Tabela 4, ao nivel de
1% de probabilidade, diferencas significativas entre a maioria dos genétipos de sorgo analisados,
excetuando IS16227, IS10477 e 1S16210 que nio diferiram estatisticamente entre si e o grupo
constituido por IS11167 e IS5603. A maior concentragio de proteinas de reserva totais foi
apresentada pelo mutante IS16199 (33,35 mg.mL™) e em contrapartida, a concentrag8o menor
foi detectada no mutante 1S25792 (11,31 mgmL™). O sorgo MASSA 03 apresentou quantidades
de proteinas de reserva totais elevadas, sendo superior 4 maioria dos mutantes, exceto quando
comparado aos mutantes IS16199 e IS11758, com desempenho superior ao hibrido.

No que se refere aos niveis absolutos de albumina (Tabela 4), ao nivel de 1% de
probabilidade, diferencas significativas foram encontradas entre todos os gendtipos de sorgo
analisados, excetuando-se os mutantes 1816227 e 1522204, que n#o diferiram entre si. A maior
concentragdo de albumina foi observada no mutante 1S16199 (11,72 mg.mL™), enquanto que o

1525792, apresentou a menor concentragio desta fracfio protéica (0,53 mg.mL™).
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No que diz respeito ao hibrido MASSA 03, foi observada uma concentragio de albumina
intermediaria entre todos os mutantes (3,19 mg.mL™). Os %nutantes 1816199 e IS11758 tiveram
destaque por apresentarem quantidades de albumina 3,5 e 2,3 vezes maiores, respectivamente,
que o hibrido comercial.

Entretanto, em relagfio aos niveis absolutos de globulina (Tabela 4}, ao nivel de 1% de
probabilidade, diferencas significativas foram encontradas entre o hibrido MASSA 03 e o grupo
de mutantes, sendo que o hibrido apresentou maior concentracio desta fracdo protéica em
sementes de sorgo. Entre os mutantes, o 1822204 apresentou valores muito proximos ao hibrido.
Pode também ser observados grupos de genétipos com variagSes na quantidade de globulina. O
mutante 1822204 difere estatisticamente de um grupo formado pelos mutantes 1S11167,
1525792, 1516210 e IS16227, os quais nfo apresentaram diferencas entre si. E outro grupo
formado pelos mutantes IS5603, 1S10477 e IS16199, que também ndo diferiram entre si e com o
mutante IS11758 de maior desempenho entre os mutantes.

Ja para os niveis absolutos de kafirina 1 (Tabela 4), ao nivel de 1% de probabilidade, o
mutante IS11758 se destacou dos demais mutantes e do MASSA 03, apresentando & maior
concentracfio absoluta desta fragio protéica (2,21 mgmL™). Merece destaque também o
IS11167, porém apresentando uma concentragio de kafirina 1 cerca de 42% menor que o
IS11758, porém superior ao hibrido. Com relagio a concentragdes intermediarias, foram
detectadas nos mutantes IS25792 e IS16199, que ndo apresentaram diferencas entre si, entretanto
também foram superiores a0 MASSA 03. Foi observada cdncentragées mais baixas de kafirina 1
presentes em um grupo de gendtipos formado pelo MASSA 03, 1S10477, 1S16210, 1816227,
IS22204 e IS5603, que estatisticamente tiveram o mesmo desempenho. O mutante IS5603
apresentou a menor concentracdo absoluta observada desta fragSio protéica entre todos os
genétipos (0,11 mg.anL™).

Estudando-se também os niveis absolutos de kafirina 2 (Tabela 4), ao nivel de 1% de
probabilidade, o mutante IS11758 apresentou a maior concentracio absoluta desta fragdo
protéica com diferengas significativas em relagiio aos demais mutantes e ao MASSA 03. As
variagGes observadas nas quantidades de kafirina 2 seguiram uma distribuicio similar ao
observado para kafirina 1 com IS11758 como destaque, entretanto os restantes dos mutantes e o
MASSA 03 tiveram desempenhos similares do ponto de vista estatistico. Neste conjunto, um

grupo formado pelos gendtipos 1816199, 1S11167, MASSA 03 e 1825792, apresentaram
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concentragtes intermediarias de kafirina 2, variando em valores absolutos de 0,50 mg;mlfi a
0,38 mg.mL™’ e ndo apresentando diferencas signiﬁcétivas entre eles. Entretanto os mutantes
IS10477 até 1822204 apresentaram os menores niveis desta fracfio proteica (0,31-0,08 mg.mL™).

Finalmente, no que se refere aos niveis absolutos de glatelina (Tabela 4), ac nivel de 1%
de probabilidade, o mutante IS16199 se destacou dos demais mutantes e foi superior ao MASSA
03, apresentando a maior concentragiioc absoluta desta fragio protéica (20,05 mg.mL™). Outro
genotipo que merece destaque € o 1822204, ainda superior ac MASSA 03, que apresentou uma
concentracio de glutelina corresponde a cerca de 80% em relagic ao mutante de maior valor.
Diferengas estatisticas significativas foram observadas entre todos os genétipos mutantes de
sorgo. Porém, os mutantes 1S10477 e IS11167, nfio diferiram entre si ¢ o mutante 1S25792 foi o
gendtipo de sorgo que apresentou a menor concentracfio absoluta observada desta fragfio protéica
(8,88 mg.mL™).

5.10. Aminoacidos soltuveis de sorgo

No presente trabatho foram determinados por HPLC os niveis de aminodcidos soluveis
totais e os aminoacidos produtos da via metabélica do 4cido aspartico em diversos genotipos de
sorgo classificados como mutantes alta lisina € um hibrido comercial MASSA 03 (Dow
Agrosciences). A seguir serdo detalhados os resultados obtidos quanto aos aminoécidos soliveis
totais e especificamente dos aminodcidos lisina, metionina e treonina, de maior interesse ja que
sdo limitantes em termos de quantidades e diretamente relacionados & qualidade das proteinas
das sementes de sorgo para a alimentacdo animal e humana. Os dados foram apresentados e
discutidos em valores absolutos (nmol.mL™).

Através da Andlise de Varidncia, pode-se observar na Tabela 5, que os resultados
referentes 4s quantidades absolutas indicaram que houve diferencas altamente significativas
entre os diferentes gendtipos de sorgo para os aminoscidos soliveis totais (prob. > 0,06001) bem
como em relagio as proporgdes dos aminodcidos lisina, treonina e metionina (prob. > 0,0001).

Depois de constatadas diferencgas significativas, dando continuidade aos estudos, foram
conduzidas analises de comparagio de médias através do teste de Duncan, obtidas a partir da
Tabela 6.

81



8

10000 EES0TL 98°0 8091 TVIOL

1000°0 86°9€9 16T & ¥Z'9 a

%

1000°0 L9°7201 86°1 ) 6L°S g
To°LITT A Y

L6YETY

1L°T1T]

H < Ghdg X | A'D YVIAAIN SOAIDVONINY

‘(500 = 0) od1os

op sodnouad sAUSIRJIP 9P SIGANJOS SOPISPOUIE SOP (| TUIfow) s3gdvnuaouod op seipowr eied eiougLIEA 9P ISIPUY ‘¢ VALV



€8

"weoun(] 2p 9159) o[od OpEOIPUI BIOUROTJIUTIS op [9ATU OB IS STJUD WIRIJIP seunsip senoy Jod sepmfos seippy

£ CI'19  £OVSSYIW 1 €L  EOVSSYW D  66'S SOVSSYW D _ 8T'1 0I1T91ST

daiid
LLPOIST

£095ST

H 05°€P1 OIC9IST | 9L°01 6619IST 86°11 ,Nau.nm.m..& a 85°c 8SLITST

LTCIIST

Yol TVILOL NHD Yo WA NAD %l AYL NHD %1 sA] NAD
09408 Hd SIAAQT0S SOTIDVONINY

“BUIIONA (10N ‘ertuoal] :ayJ, ‘euist] :s£7 ssodpouany NFD

*08108 5p SOJULUIGS 9P SI¥J0} O BUIUIOTIOUN BUTUODI) ‘BUIST] SIOANOS SOPIOROUIWE SOp (, TuI'[owu) s993u1uosuod sep eIpIN 9 VIHAY.L



Em relag8o aos niveis de aminodcidos soliveis totais, evidencia-se na Tabela 6, ao nivel
de 1% de probabilidade, foram observadas diferens;as‘ significativas entre todos os mutantes de
sorgo ¢ o hibrido MASSA 03, utilizado como testemunha para fins comparativos. A maior
concentragio de aminoacidos totais foi apresentada pele mutante 1816227 (340,64 nmol.mL™) e
em contrapartida, a concentragdo menor foi detectada no MASSA 03 (61,13 nmol.mL™). Tedos
os mutantes classificados como alta lisina apresentaram concentracBes maiores de aminodcidos
quando comparados com o hibrido MASSA 03.

Referente aos niveis absolutos de lisina (Tabela 6), ac nivel de 1% de probabilidade,
diferencas significativas foram observadas entre dois mutantes que merecem destaque, o IS5603,
que apresentou um maior desempenho com relagiio a concentraciio absoluta deste aminoacido
(8,29 nmol.mL™") e 1816227 que apresentou cerca de 89% de concentraciio de lisina encontrada
no IS5603. 7

Estes dois gendtipos citados, também apresentaram diferencas significativas em relagdo a
um grupo de gendtipos entre os mutantes 1S22204 e IS11758, que apresentaram concentracfes
intermediérias de lisina (4,67 — 3,58 nmol.mL™), porém néo apresentaram diferencas estatisticas
entre si. Entretanto, um tltimo grupo, constituido pelos gendtipos entre o IS11167 e 1S16210,
que também ndo exibiram diferencas estatisticas entre si, apresentaram os menores niveis
absolutos de lisina (2,63 — 1,28 nmol.mL™). O hibrido MASSA 03 est4 incluido neste grupo,
apresentando uma concentracio absoluta deste aminodcido muito inferior em relagdio aos
gendtipos que apresentaram maior desempenho (1,80 nmol.mL™).

Dando continuidade, aos estudos referentes 20s niveis absolutos de treonina (Tabela 6),
ao nivel de 1% de probabilidade, diferencas significativas foram encontradas entre os mutantes
de sorgo IS16227, IS11758 ¢ 1811167. Estes trés primeiros, também apresentaram diferencas
com relagdo aos mutantes 1816210, IS16199 e 1S25792, que formam um grupo estatisticamente
semelhante. Entretanto, o mutante de sorgo IS22204 diferiu significativamente de todos os
genotipos citados, como também em relagdo a um Gltimo grupo representado pelos mutantes
1510477, IS5603 e o hibrido MASSA 03, que ndo apresentaram diferencas entre si. Com relacio
a concentragdo de treonina soltvel, o mutante IS16227 apresentou o maior valor absoluto (24,90
nmol.mL™) enquanto que 0 MASSA 03 apresentou o menor valor (5,99 nmol.mL™"). Porém, esta
baixa concentragfo pode ser estendida a todos os gen6tipos que formam o tltimo grupo referido

devido a semelhanga estatistica observada.

84



Finalizando, referente aos niveis absolutos de metionina (Tabela 16), ao nivel de 1% de
probabilidade, diferencas contrastantes foram apresentadas entre os proprios mutantes IS16227,
IS11758 e IS11167, como também destes em relacfo ao grupo formado pelos mutantes IS16210,
1825792 ¢ 1S16199, que nfo apresentaram diferencas entre si e entre os mutantes 1522204,
185603, 1S10477 ¢ MASSA 03 que também exibiram diferencas significativas entre si. A maior
concentracdo de metionina soldvel foi observada nas sementes do mutante 1S16227 (22,74
nmoI.mL“l) enquanto que a menor concentracdo deste aminodcido foi obtida no hibrido

comercial de sorgo MASSA 03 (1,73 nmoi.mL"l).

5.11. Consideracdes sobre proteinas de reserva e aminoacidos soliveis de sorgo

Todas as determinacfes protéicas foram realizadas com mutantes de sorgo alta lisina e o
hibrido comercial MASSA 03, o qual acredita-se ser uma variedade normal, quando se refere a
concentracéo de lisina soldvel.

Para 0 MASSA 03, nota-se uma concentracéo baixa de kafirinas 1 e 2, cerca de 2% do
total das proteinas de reserva deste genétipo para ambas fragSes (Tabela 3), valor bem inferior ao
encontrado na literatura, que aponta que as fracGes kafirinas de sorgo correspondem cerca de 50
a 60% (El Nour et al,1998). Comparando-se com a mutacdo opaco-2 (02) do milho,
caracterizado como alta lisina devido a4 por¢dio de zeina (prolamina do milho) ser baixa, este
resultado sugere que este hibrido comercial pode ter niveis elevados de lisina soluvel. A mutacéo
de milho opaco-2 descoberta em 1963, aumenta concentragiio do aminoécido lisina, visto que a
fracdo de proteina zeina € pobre deste aminoacido e a mutac8io proporciona uma diminuicio na
concentragdo desta fragdo no milho (Azevedo, 1988).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que o sorgo MASSA 03 também
apresenta uma baixa concentragdo de kafirinas dentro dos padrdes encontrados nos mutantes
estudados (Tabela 4). Entretanto, deve-se lembrar que o aumento da concentragdo de lisina em
um determinado mutante, como também € o caso do milho opaco 2, pode ser devido ainda a
fracdo soluvel de aminoécidos, ou seja, aqueles nio incorporados nas proteinas de reserva, mas
acumulados no endosperma, o que foi também confirmado pelo fato da concentragZo de lisina
soltivel no sorgo MASSA 03 estar dentro dos pardmetros encontrados nos mutantes (Tabela 6).

Trabalhos anteriores do grupo parecem indicar que no caso de mutantes de milho para

alta lisina, existe uma variabilidade para a concentracio de lisina livre, de forma que aiguns
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apresentam os niveis mais elevados, como no caso do mutante 02. A variagio na concentragio de
cada fragio protéica ¢ importante no sentido de indicar possiveis modificacdes nos niveis de
lisina em relac&o aos tipos selvagens, ou ainda, permitindo indicar o efeito da mutagfio sobre a
lisina, sobre as protefnas de reserva, seja como um efeito maior sobre o pool total, ou
especificamente sobre um ou poucos polipeptideos, ou mesmo sobre o metabolismo da lisina e
outros aminoacidos.

Neste sentido, os mutantes de sorgo alta lisina devem ainda ser caracterizados para as
enzimas que controlam tanto a biossintese como a degradaciio de lisina no endosperma. A
combina¢do dos dados para ¢ metabolismo da lisina com mutantes de alta lisina de sorgo &
fundamental para um maior entendimento do metabolismo de lisina ¢ do padriic de actmulo e
distribuicdo do aminoacido e proteinas de reserva em sorgo, podendo até sugerir a indicagfo de

um ou outro mutante para programas de melhoramento genético para uso comercial.
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6. CONCLUSOES

- As enzimas chaves da biossintese de lisina, AK e HSDH pela primeira vez sfo caracterizadas
em SOTgo;

- As atividades da AK e HSDH de sementes imaturas de sorgo séo completamente recuperadas
a partir da precipitacdio com sulfato de amébnio na faixa de saturaco de 20 a 60%;

- NADP ¢ o substrato ideal para a determinac¢éo da atividade da enzima HSDH de sorgo;

- Em sementes imaturas de sorgo existem pelo menos trés isoenzimas de AK, duas referentes
as isoenzimas monofuncionais sensiveis & retroinibicio por lisina e uma outra sensivel a
retroinibi¢@o por treonina, a qual se refere ao polipeptideo bifuncional AK-HSDH;

- Duas isoenzimas de HSDH s#o existentes em sementes imaturas de sorgo, uma resistente a
se refere ao polipeptideo bifuncional AK-HSDH;

- Como na maioria das plantas superiores estudadas, as enzimas AK ¢ HSDH de sementes
imaturas de sorgo nio apresentam regulaco por célcio;

- A massa molecular da i.soenzima bifuncional AK-HSDH existente em sementes imaturas de
sorgo € 167 kDa;

- O fator de purificacdo da AK foi somente 30 vezes e a recuperagio da enzima muito baixa,
cerca de 8%;

- O aminoacido metionina se mostrou inibidor da atividade de AK de sorgo;

- O aminoécido valina se mostrou inibidor da atividade de HSDH de sorgo;

- O sorgo MASSA 03 possui baixa concentragio de kafirinas e alta concentracfio de glutelinas,

similarmente aos valores encontrados nos gendtipos mutantes alta lisina;
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O hibrido comercial MASSA 03 apresenta indices de aminoécidos soltveis compativeis aos
gendtipos mutantes alta lisina;
O mutante IS16227 € o genétipo mais vidvel para utilizaciio em programas de melhoramento

para alta lisina.

88



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AARNES, H.; ROGNES, SE. Treonine-sensitive aspartate kinase and homoserine
dehydrogenase from Pisum sativam. Phytochemistry, v.13, p.2717-2724, 1974.

ARRUDA, P.; KEMPER, E.L.; PAPES, F.; LEITE, A. Regulation of Lysine catabolism in
higher plants. Trends Plant Sciences, v.5, p.324-330, 2000.

AZEVEDO, R.A; BLACKWELL, R.D.; SMITH, R.J.; LEA, P.J. Three aspartate kinase
iscenzymes from maize. Phytochemistry, v.31, p.3725-3730, 1992a.

AZEVEDQ, R. A.; SMITH, R. J.; LEA, P. J. Aspartate kinase regulation in maize: evidence for
co-purification of threonine-sensitive aspartate kinase and homoserine dehydrogenase.
Phytochemistry, v.31, p.3731-3734, 1992b.

AZEVEDO, R.A. Analysis of the aspartic acid metabolic pathway using mutant genes. Amine
Acids, v.22, p.217-230, 2002.

AZEVEDO, R.A. Isolation, purification and characterization of aspartate kinase isoenzymes
from maize. Lancaster, 1992c. 250p. Thesis (PhD) — University of Lancaster — UK.

AZEVEDQO, R.A. Mutantes da via metabolica do 4cido aspértico em milho, obtidos através de
cultura de tecidos. Sdo Paulo, 1988. Dissertagfio (M.S.) - Universidade Estadual de Campinas.

AZEVEDO, R A.; ARRUDA, P.; TURNER, W.L.; LEA, P.J. The biosynthesis and metabolism
of the aspartate derived amino acids in higher plants. Phytochemistry, v.46, n.3, p.395-419,
1997.

AZEVEDO, R.A;; BLACKWELL, R.D.; SMITH, R.J; LEA, PJ. Three aspartate kinase
isoenzymes from maize. Phytochemistry, v.31, p.3725-3730, 1992a.

AZEVEDO, R.A; LEA, P.J. Lysine metabolism in higher plants. Amino Acids, v.20, p.261-
279, 2001. _

AZEVEDO, R.A.; SMITH, R.J; LEA, P.J. Aspartate kinase regulation in maize: evidence for
co-purification of threonine-sensitive aspartate quinase and homoserine dehydrogenase.
Phytochemistry, v.31, p.3731-3734, 1992b.

AZEVEDO, R.A.; SMITH, R.J.; LEA, P.J. Aspartate kinase regulation in maize: regulation by
calcium and calmodulin. Phytochemistry, v.31, p.3735-3737, 1992c.

BALCON], C.; BERADO, N.; REALL A.; MOTTO, M. Varation in protein fractions and
nitrogen metabolism of developing normal and opaque endosperm mutants of maize.
Maydiea, v.43, p.195-203, 1998.

89



BEAN, S.R.; LOOKHART, G.L. Electrophoresis of cereal storage proteins. Journal of
Chromatography A, v.881, p.23-26, 2000.

BEAN, S.R.; LOOKHART, G.L.; BIETZ, J.LA. Acetonitrile as a buffer additive for free zone
capillary electrophoresis separation and characterization of maize (Zea mays L.) and sorghum
(Sorghum bicolor L. Moench) storage proteins. Journal Agriculture Food Chemical, v.48,
p.318-327, 2000. '

BIELESKY, R.L.; TURNER, N.A. Separation and estimation of amino acids in crude plant
extracts by thin-layer eletrophoresis and chromatography. Amalytical Biochemistry, v.17,
p.278-293, 1966.

BONNER, P.L.R.; HETHERINGTON, A.M.; LEA, P.J. Lysine-sensitive plant aspartate kinase
is not regulated by calcium or calmodulin. FEBS letters, v.195, p.119-121, 1986. |
BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, v.72,

p-248-259, 1976.

BRENNECKE, K.; SOUZA NETO, A. J.; LUGLL I.; LEA, P.J.; AZEVEDO, R.A. Aspartate
kinase in the maize mutants Ask1-LT19 and Opaque-2. Phytochemistry, v.41, p.707-712,
1996.

BRIGHT, S.W.J.; KUEH, J.S.H.; FRANKLIN, J.; ROGNES, S.E.; MIFLIN, B.J. Two genes for
threonine accumulation in barley seeds. Nature, v.299, p.278—279, 1982b.

BRIGHT, S.W.J.; MIFLIN, B.J.; ROGNES, S.E. Threonine accumulation in the seed of 2 barley
mutant with an altered aspartate kinase. Biochemistry and Genetics, v.20, p.229-243, 1982a.

BRITO, G..Q. Caracteristicas agronémicas, composi¢do quimica, qualidade de consumo de
silagens de duas variedades e trés hibridos de sorgo forrageiro. Piracicaba, 1995. 69p.
Dissertagdio (M.S.) - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Séo
Paulo.

BRYAN, J.K. (1990). Advances in biochemistry of amino acid biosynthesis. [n: Miflin, B.J.;
Lea, P.J. (eds). The biochemistry of plants, v. 16. Academic Press, London, pp.161-195.

CHANDRASHEKAR, A.; MAZHART, H. The biochemical bases and implications of grain
strenght in sorghum and maize. Journal of Cereal Science, v.30, p.193-207, 1999.

CHAVES, AV. Avaliaggio de cultivares de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) para produgfio
de silagem. Vigosa, 1997. 35p. Disserta¢do (M.S.) - Universidade Federal de Vicosa.

90



CICERI, P.; GIANAZZA, E.; LAZZARINI, B.; LIPPOLI, G.; GENGA, A.; HOSCHEK, G.;
SCHMIDT, R.J; VIOTTI, A. Phosphorylation of opaque-2 changes diurnally and impacts its
DNA binding activity. Plant Cell, v.9, p.97-108, 1997.

COPELIN, JL.; GASKINS, C.T.; TRIBBLE, L.F. Availability of tryptophan, lysine and
threonine in sorghum for swine. Journal of Animal Science, v.46, p.133-142, 1978.

DE FREITAS, F.A.; YUNES, J.A.; SILVA, M.J; ARRUDA, P.; LEITE, A. Structural
characterization and promoter activity analysis of the +ykafirin gene from sorghum.
Molecular Genes and Genetics, v.245, p.177-186, 1994,

DEY, M.; GUHA-MUKHERJEE, S. Aspartate metabolism in Cicer immature seeds requires
Ca®*, protein phosphorylation and dephosphorylation. Plant Sciences, v.150, p.85-91, 2000.
DEY, M.; GUHA-MUKHERIJEE, S. Phytochrome activation of aspartate kinase in etiolated
chickpea (Cicer arietinum) seedlings. Journal of Plant Physiology, v.154, p.454-458, 1999.
DOTSON, S.B.; SOMERS, D.A.; GENGENBACH, B.G. Purification and characterization of
lysine-sensitive aspartate kinase from maize cell suspension cultures. Plant Physiology, v.91,

p.1602-1608, 1989,

DOW AGROSCIENCES. (2001). Sementes Dow Agrosciences — experiéncia e credibilidade.
In: Guia de hibridos. pp.62-63.

DUKE, J.A. (1981). Handbook of legumes of world economic importance. Plenum Press,

‘New York.

EL NOUR, LN.A.; PERUFFO, A.D.B.; CURIONI, A. Characterisation of sorghum kafirins in
relation to their cross-linking behaviour. Journal of Cereal Science, v.28, p.197-207, 1998.
ESEN, A. A proposed nomenclature for the alcohol-soluble proteins (zeins) of maize (Zea

mays). Journal of Cereal Science, v.5, p. 117-128, 1987.

FALCO, S.C.; GUIDA, T.; LOCKE, M.; MAUVAIS, J.; SANDERS, C.; WARD, R.T;
WEBER, P. Transgenic canola and soybean seeds with increased lysine. Bio-Technology,
v.13, p. 557-582, 1995.

FORNAZIER, R.F.; AZEVEDO, R.A.; FERREIRA, R.R.; VARISI, V.A. Lysine catabolism:
flow, metabolic role and regulation. Brazilian Journal of Plant Physiology, v.15, n.1, p.9-
18, 2003.

FRANKARD, V.; GHISLAIN, M.; JACOBS, M. Two feedback-insensitive enzymes of the
aspartate pathway in Nicotiana sylvestris. Plant Physiology, v.99, p.1283-1293, 1992.

21



FRISCH, D.A.; TOMMEY, AM.; GENGENBACH, B.G.; SOMMERS, D.A. Direct genetic
selection of a maize ¢cDNA for dihydrodipicolinate synthase in an Eécherichia—coli dépa~
auxotroph. Molecular and General Genetics, v.228, p.287-293, 1991.

GALILI, G. Regulation of lysine and threonine synthesis. The Plant Cell, v.7, p.899-906, 1995.

GALILL G.; GALILL S.; LEWINSOHN, E.; TADMOR, Y. Genetic, molecular, and genomic
approaches to improve the value of plant foods and feeds. Critical Reviews in Plant
Sciences, v.21, n.3, p.167-204, 2002.

GARCIA, A AF.; SOUZA JR, C.L. Phenotypic recurrent selection to improve protein quality in
non-opaque maize populations. Scientia Agricola, v.59, n.4, p.743-748, 2002.

. GAZIOLA, S.A;; ALESSL, ES.; GUIMARAES, P.E.O.; DAMERVAL, C.: AZEVEDO, R.A.
Quality protein maize: a biochemical study of enzymes involved in lysine metabolism.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.47, p.1268-1275, 1999.

GAZIOLA, S.A.; SODEK., L.; ARRUDA, P.; LEA, PJ.; AZEVEDO, R.A. Degradation of
lysine in rice seeds: effect of calcium, ionic strength, S-adenosylmethionine and S-2-
aminoethyl-L-cysteine on the lysine 2-oxoglutarate reductase-saccharopine dehydrogenase
bifunctional enzyme. Physiologia Plantarum, v.110, p.164-171, 2000.

GIOVANELLI, J.; MUDD, S.H.; DATKO, A.H. Regulatory structure of the biosynthetic
pathway for the aspartate family of amino acids in Lemna paucicostata Hegelm 6746, with
special reference to the role of aspartatokinase. Plant Physiology, v.90, p.1584-1599, 1989.

HAMAKER, BR.; MAHAMED, A.A., HABBEN, JE.; HUANG, C.P.; LARKINS, B.A.
Efficient procedure for extracting maize and sorghum kernel proteins reveals higher prolamin
contents than the conventional method. Cereal Chemieal, v.72, p.583-588, 1995.

HIBBERD, K.A.; GREEN, C.E. Inheritance and expression of lysine plus threonine resistance
selected in maize tissue culture. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, v.79, p.559-563, 1982.

HU, C.A.; DELAUNEY, A.J; VERMA, D.P.S. A bifunctional enzyme (delta-1-pyrroline-5-
carboxylate synthetase) catalyzes the 1st 2 steps in proline biosynthesis in plants.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v.89,
n.19, p.9354-9358, 1992.

92



KANEKOQO, T.; HASHIMOTO, T.; KUMPAISAL, R.; YAMADA, Y. Molecular-cloning of
wheat dihydrodipicolinate synthase. Journal of Biological Chemistry, v.265, p. 17451-
17455, 1990.

KARCHI, H.; MIRON, D.; BEN-YAACOV, S.; GALILI, G. The lysine-dependent stimulation
of lysine catabolism in tobacco seed requires Ca®" and protein phosphorylation. Plant Cell,
v.7, p-1963-1970, 1995,

KEMPER, E.L.; CORD-NETO, G.; PAPES, F.; MARTINEZ-MORAES, K.C.; LEITE, A,
ARRUDA, P. The role of opaque-2 on the control of iysine degrading activities in developing
maize endosperm. Plant Cell, v.11, p.1981-1994, 1999,

KIRIHARA, J.A.; HUSPERGER J.P.; MAHONEY, J.W. Differential expression of a gene for a
methionine-rich storage protein in maize. Molecular Genes and Geneties, v.211, p.477-484,
1988.

KUMPAISAL, R.; HASHIMOTO, T.; TAMADA, Y. Purification and characterization of
dihydrodipicolinate synthase from wheat suspension-cultures. Plant Physiology, v.85, p.145-
151, 1987.

LABER, B.; MAURER, W.; HANKE, C.; GRAFE, S.; EHLER, S.; MESSERSCHIMIDT, A.;
CLAUSEN, T. Characterization of recombinant Arabidopsis thaliana threonine synthase.
European Journal of Biochemistry, v.263, p.212-221, 1999.

LEA, P.J; AZEVEDOQ, R.A. (2003). Primary products: plant amino acids. In: Thomas, B.;
Murphy, S.J.; Murray, B.G. (eds). Encyclopedia of Applied Plant Sciences. Elsevier, v.3,
pp. 871-883.

LEA, P.J.; MILLS, W.R.; MIFFLIN, B.J. The isolation of a lysine-sensitive aspartate kinase
from pea leaves and its involvement in homoserine biosynthesis in isolated chloroplasts.
FEBS Letters, v.98, p.165-168, 1979.

LEFEVRE, A.; CONSOLI, L. GAZIOLA, SA. PELLEGRINO, AP.; AZEVEDO, RA.
DAMERVAL, C. Dissecting tnhe opaque-2 regulatory networkusing transcriptome and
proteome approaches along with enzymes activity measurements. Scientia Agricola, v.59, p.
407-414, 2002,

LEITE, A; OTTOBONL LM.M.; TARGON; MLPN, SILVA, M.J; ARRUDA, P.
Phylogenetic relationships of zeins and coixins as determined by immunological cross-

reactivity and Southern Blot analysis. Plant Molecular Biology, v.14, p.743-751, 1990.

93



LENG, R.A. Factors affecting the utilization of ‘poor quality’ forages by ruminants particularly
under tropical conditions. Nutrition Research Reviews, v.3, p-277-303, 1990.

- LOWRY, O.H.; ROSEBROUGH, N.J.; FARR, A.L; RANDALL, R.J.; Protein measurement
with the folin phenol reagent. Journal of Biclogical Chemistry, v. 193, n°1, p. 265-275,
1951.

LUGLIL J; CAMPBELL, A.; GAZIOLA, S.A.; SMITH, R.J.; LEA, PJ.; AZEVEDOQ, RA.
Enzymes of lysine metabolism from coix lacrimajobi‘ seeds. Plant Physiology and
Biochemistry, v.40, p.25-32, 2002.

LUGLL J.; GAZIOLA, S.A.; AZEVEDO, R.A. Effects of calcium, S-adenosylmethionine, S-(2-
aminoethyl)-L-cysteine, methionine, valine and salt concentration on rice aspartate kinase
isoenzymes. Plant Science, v.150, p.51-58, 2000,

MAcDONALD, P. (1991). The biochemistry of silage. Heighwoods Drive: Chalcombe
Publications, 340p.

MERCHEN, N.R.; TRIGEMEYER, E.C. Manipulation of amino acid supply to the growing
ruminant. Journal of Animal Science, v.70, 3238-3247, 1992.

MERTZ, E.T.; BATES, L.S.; NELSON, O.E. Mutant gene that changes protein composition
and increase lysine content of maize endosperm. Science, v.145, p.279-280, 1964.

MILLWARD, D.J. The nutritional value of plant-based diets in relation to human amino acid
and protein requirements. Proceedings of the Nutrition Society, v.58, p.249-260, 1999.

MOLINA, SM.G.; GAZIOLA, S.A.; LEA, P.J.; AZEVEDO, R.A. Manipulating cereal crops
for high lysine accumulation in seeds. Scientia Agricola, v.58, p.205-211, 2001.

MUEHLBAUER, G.J.; SOMERS, D.A., MATTHEWS, B.F.; GENGENBACK, B.G. Molecular
genetics of the maize (Zea mays L.) aspartate kinase-homoserine dehydrogenase gene family.
Plant Physiology, v.106, p.1303-1312, 1994,

MUNCK, L. (1992). The case of high-lysine barley breeding. In: Shewry, P.R. (ed). Barley:
genetics, biochemistry, molecular biology and biotechnology. CAB International,
Wallingford, pp.573-601.

OSBORNE, T.B. The proteins of the wheat kernel. Carnegie Institute, Washington, DC, 1907.

PARIS, S.; WESSEL, P.M.; DUMAS, R. Overproduction, purification, and characterization of
recombinant bifunctional threonine-sensitive aspartate kinase-homoserine dehydrogenase

from Arabidopsis thaliana. Protein Expression and Purification, v.24, p.105-110, 2002.

94



RELTON, J.M.; BONNER, P.L.R.; WALLSGROVE, RM.; LEA, P.J. Physical and kinetic
properties of lysine-sensitive aspartate kinase puriﬁed from carrot cell suspension culture.
Biochimica ¢t Biophysica Acta, v.953, p.48-60, 1988.

ROGNES, S.E. {1960} Threonine biosynthesis. /n: Dey, P.M.; Harborne, 1.B.; Lea, P.J. (eds).
Methods in Plant Biochemistry, Enzymes of Primary Metabelism, v.3, pp.313-325.
Academic Press, San Diego, USA.

ROGNES, S.E.; LEA, P.J; MIFLIN, B.J. S-adenosylmethionine - a novel regulation of
aspartate kinase. Nature, v.287, p.357-359, 1680.

RULQUIN, H.; VERITE, R. (1993). Amino acid nutrition of dairy cows: produtive effects and
animal requirements. /n: Gamworthy, P.C.; Cole, D.J.A. (eds). Recent Advances in Animal
Nutrition. Nottingham University Press, Nottingham, pp.57-77.

SHAUL, O.; GALILL G. Concerted regulation of lysine and threonine synthesis in tobacco
plants expressing bacterial feedback-insensitive aspartate kinase and dihydrodipicolinate
synthase. Plant Melecular Biology, v.23, p.759-768, 1993.

SHAUL, O.; GALILL G. Increased lysine synthesis in tobacco plants that express high levels of
bacterial dihydropicolinate synthase em their chloroplast. Plant Journal, v.2, p.203-209,
1992.

SHAVER, JM.; BITTEL, D.C.; SELLNER, JM.; FRISCH, P.A; SOMERS, DA
GENGENBACH, B.G. Single-amino acid substitutions eliminate lysine inhibition of maize
dihydrodipicolinate synthase. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, v.93, p.1962-1966, 1996.

SHOTWELL, M.A.; LARKINS, B.A. (1989). The biochemistry and molecular biology of seed
storage proteins. [n: Marcus, A. (ed). The Biochemistry of Plants. Academic Press, San
Diego, CA, pp.297-345.

SILK, G.W.; MATTHEWS, B.F.; SOMERS, D.A.; GENGENBACH, B.G. Cloning and
expression of the soybean dapa gene encoding dihydrodipicolinate synthase. Plant Molecular
Biology, v.26, p.989-993, 1994.

SODEK, L.; WILSON, C.M. Incorporation of lencine-C'* into protein in the developing of
normal and opaque-2 corn. Archives of Biochemistry and Biophysics, v.140, p.29-38, 1970.

g5



TEIXEIRA, CM.G.; GAZIOLA, AS; LUGLL J, AZEVEDO, RA. Isolation, partial
purification and charaterization of aspartate kinase isoenzymes from rice seeds. Journal of
Plant Physioclogy, v.153, p.281-289, 1998.

TYAGI, V.V.8.; HENKE, RR.; FARKAS, W.R. Partial-purification and characterization of
dihydrodipicolinic acid reductase from maize. Plant Physiology, v.73, p.687-691, 1983.

VASAL, S.K. (1994). High quality protein com. /n: Hallawer, A.R. (ed.). Specialty corns. CRC
Press, Boca Raton, pp. 79-120.

VAUTERIN, M.; FRANKARD, V.; JACOBS, M. The Arabidopsis thaliana dhdps gene
encoding dihydrodipicolinate synthase, key enzyme of lysine biosynthesis, is expressed in a
cell-specific manner. Plant Molecular Biology, v.39, p.695-708, 1999,

WANG, X.; LARKINS, B.A. Genetic analysis of amino acid accumulation in opaque-Z maize
endosperm. Plant Physiology, v.125, p.1766-1777, 2001,

WEISEMANN, I.M.; MATTHEWS, B.F. Identification and expression of a ¢DNA from
Daucus carota encoding a bifunctional aspartatokinase-homoserine dehydrogenase. Plant
Molecular Biology, v.22, p.301-312, 1993.

WILKINSON, J.M. (1978). The ensiling of forage maize: effects on composition and nutritive
value. In: Forage Maize. London Agricultural Research Council, pp. 201-237.

WILSON, B.J.; GRAY, A.C.; MATTHEWS, B.F. Bifunctional protein in carrot cantains both
aspartatokinase and homoserine dehydrogenase activities. Plant physiology, v.97, p.1323-
1328, 1991.

YEMN, E.M.; COCKING, E.C. Estimation of amino acids by ninhidrin. Analyst, v.80, p.209-
213, 1955,

YOUSSEF, AM. Extractability, fractionation and nutritional value of low and high tannin
sorghum proteins. Food Chemistry, v.63, n° 3, p.325-329, 1998.

ZAGO, C. P. (1999). Silagem de sorgo. Jn: Anais do 7° simpésio sobre nutricdo de bovinos -
Alimentacdio Suplementar, 7. Piracicaba, FEALQ. pp.47-68.

ZHU-SHIMONI, 1.X.; GALILIL, G. Expression of an Arabidopsis aspartate kinase homoserine
dehydrogenase gene is metabolically regulated by photosynthesis-related signals but not by
nitrogenous compounds. Plant Physielogy, v.116, p.1023-1028, 1998.

96



ZHU-SHIMONI, J.X.; LEVYADUM, S.; MATTHEWS, B.; GALILL, G. Expression of an
aspartate kinase homoserine dehydrogenase gene is subject to specific spatial and temporal
regulation in vegetative tissues, flowers, and developing seeds. Plant Physiclegy, v.113,
p.695-706, 1997.

97



