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RESUMO

Os vegetais estdo sempre expostos a varios tipos de estresses ambientais como
alta salinidade, seca, ferimentos, ataques de patogenos e insetos, variagdes de temperaturas,
entre outros. Tais situa¢des limitam o crescimento e o desenvolvimento do vegetal, além de
comprometerem a sua produtividade. Por este motivo, desenvolveram mecanismos de
adaptac@o e de resposta aos estresses, que envolvem desde a sua percepgdo e sinalizagdo,
até alteragdes celulares e fisiologicas mais drasticas. Muitos processos metabolicos estdo
envolvidos na produgio de compostos que possibilitam uma maior tolerdncia por parte dos
vegetais a estes estresses.

Situagdes de estresse hidrico levam ao acamulo de osmolitos que s3o importantes
na manutencdo homeostatica celular. A prolina, que é sintetizada nos vegetais a partir do
acido glutamico, é o osmoélito mais conhecido e estudado.

A lisina cetoglutarato redutase/sacaropina desidrogenase (LKR/SDH) ¢ a
principal enzima da via de degradagdo da lisina. Nesta via, uma molécula de lisina tem o
potencial de gerar até trés moléculas de acido glutdmico, que ¢ utilizado como precursor na
sintese de prolina.

Neste trabalho, demonstramos que plantulas de milho tratadas durante 24 horas
com os fitorreguladores acido abscisico ou metiljasmonato e submetidas a estresse salino,
tiveram indugdo da expressio do gene LKR/SDH. Observamos também que o tratamento
com solugdo de polietileno glicol ndo altera o padrdo de expressdo desse gene. Sugere-se,
assim, um provavel envolvimento da proteina codificada pelo gene LKR/SDH nos

mecanismos de defesa vegetal a estresses abiéticos.
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ABSTRACT

Plants are exposed to many types of environmental stress, such as salinity,
drought, wounding, high and low temperatures and pathogen attack, which limits their
growth and crop productivity in agriculture. Plants developed mechanisms to adapt and
respond to such stressful conditions, from its perception and signaling by the cell to the
physiological alterations resulting from the activation of these stress-response pathways.
Many of these pathways are related to the production of chemicals that help the plants to
tackle the stress problem.

Compatible osmolytes represent some of these compounds, that are accumulated
during water stress. Proline is one of the most common osmolytes and in plants, it is
synthesized from glutamic acid.

The enzyme lysine ketoglutarate reductase/saccharopine dehydrogenase
(LKR/SDH) is the main enzyme in the lysine degradation pathway, whereby lysine has the
potential to lead to the formation of up to three molecules of glutamate, the main precursor
of proline in the plant cell. On the other hand, proline is the main osmoprotector
accumulated in the cell after drought stress.

This work reports for the first time the induction of LKR/SDH gene expression in
maize plantlets subjected to treatment with the phytohormones ABA or Mela, the
hypertonic solution of sodium chloride (NaCl) and polyethileneglycol (PEG) solution
during 24 hours. Our results indicated that PEG did not alter the expression of the
LKR/SDH gene, whereby a significant induction of the LKR/SDH gene transcription could
be detected after treatment with abcisic acid, methyl-jasmonate and NaCl solution.

These results suggest that LKR/SDH can play an important role in the plant
defense mechanisms by increasing the glutamate pool in the cell which can lead to the

synthesis of proline, a known osmoregulator in plants.
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I Introducio

1.1 Metabolismo de lisina

A lisina, um dos aminoacidos essenciais em mamiferos, € encontrada em baixas
concentragdes nas sementes dos cereais, que representam uma das principais fontes de
proteina na dieta humana e animal. Sua baixa concentragdo nos cereais ¢ consequéncia de
processos complexos que envolvem sintese, incorporagdo em proteinas e degradacdo
(Arruda ef al., 2000).

Nos vegetais superiores, a sintese de lisina ocorre através da via metabolica do
aspartato que, além da lisina, é responsavel pela sintese de mais trés aminoacidos, a
treonina, a metionina € a isoleucina. Esta via (Figura 1) envolve a participagdo de uma série
de enzimas alostéricas que sdo retro-inibidas pelas concentragdes dos produtos finais de
suas reacdes (Azevedo ef al., 1997). O aspartato é o precursor inicial da sequéncia
. metabolica que leva & formag3o de lisina, metionina e treonina, sendo esta Gltima a
precursora da isoleucina. A aspartato quinase (AK), a primeira enzima desta via, tem sua
atividade inibida pelas concentragbes de treonina e lisina livres. Estes aminoacidos
separadamente inibem a atividade da enzima do ramo especifico de sua biossintese, isto €, a
lisina inibe a atividade da dihidrodipicolinato sintase (DHPS), e a treonina inibe a
homoserina desidrogenase (HSD). Sendo assim, lisina e treonina regulam tanto a sua
propria sintese como toda a via do aspartato (Azevedo ef al., 1997; Bryan, 1990; Galili,
1995)

A inibi¢do da aspartato quinase por elevadas concentragdes de lisina e treonina pode
ser prejudicial as células, uma vez que acarreta a falta de substratos intermedirios para
sintese de outros aminoacidos, podendo com isso limitar toda a sintese protéica (Arruda e
Silva, 1979).

Durante o desenvolvimento das sementes ocorre o acimulo de proteinas de reserva,
que em gramineas sio denominas prolaminas e constituem a principal fonte de nitrogénio
durante a germinagdo do embriio. Estas proteinas sdo ricas em residuos de asparagina,

glutamina, arginina e prolina mas sio deficientes em triptofano, lisina e treonina (Payne,
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1983). Assim, o baixo conteiido de determinados aminoécidos nas sementes € consequéncia

da escassez destes em suas proteinas de reserva.

Aspartato
—© (AK) ¢
B-aspartil fosfato
B-aspartato semialdeido
p—0 (HSD)/ \(DHPS) o
Homoserina 2,3-dihidrodipicolinato
| ‘/\\ a
Treonlna . . \\
Metlonlna \\
(TDH) . .
¢ Lisina
2-oxobutirato |
¢ i LKR
i sacaropina
¢ t SDH
Iscleucina v
AASA
i AAS
ARMA

Figura 1: Via metabolica do aspartato. Os pontos de regulacdo negativa estio indicados pelas retas
com circulo e sinal negativo. AK - Aspartato quinase; HSD - Homoserina desidrogenase; DHPS -
dihidrodipicolinato sintase; TDH - Treonina desidrogenase; LKR - Lisina cetoglutarato redutase;
SDH - Sacaropina desidrogenase; AAS - Acido o-aminoadipico sintase; AASA - Acido a-
aminoadipico-3-semialdeido; AAA - Acido a-aminoadipico (modificado a partir de Bryan, 1990).

A sintese de lisina através da via do aspartato ndo representa a unica fonte deste
aminoacido para o desenvolvimento das sementes. Quantidades substanciais de lisina,
aproximadamente 5% do total dos aminoacidos livres, sdo translocadas dos tecidos
vegetativos para o endosperma durante o desenvolvimento da semente (Arruda e Silva,
1979). Porém, como as prolaminas sio proteinas pobres em lisina, a demanda por este
aminoécido é muito baixa (Shewry e Casey, 1999). Nestas circunstincias, seria esperado
um actmulo de lisina nas sementes, o que ndo ocorre, ja que o total deste aminoacido €
mantido em torno de 1,5% durante todas as fases do desenvolvimento do endosperma

(Arruda e Silva, 1983). Isto significa que o excedente deste aminoacido estd sendo
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catabolisado com a finalidade de manter a concentragdo de lisina livre em niveis ndo
inibitorios a funcdo de outras enzimas ou a sintese protéica basal.

A degradagio da lisina nos vegetais ocorre pela da via da sacaropina (Figura 2).
Nesta via, a lisina é condensada ao a-cetoglutarato formando sacaropina, através da
atividade da enzima lisina cetoglutarato redutase (LKR) que usa o co-fator NADPH. Na
etapa subsequente, a sacaropina ¢ hidrolisada em acido o-aminoadipico-8-semialdeido
(AASA) e glutamato, pela a¢do da enzima sacaropina desidrogenase (SDH) que utiliza os

co-fatores NAD* ou NADP" (menos eficiente) (Gongalves-Butruille ez al., 1996).

i

LKR

Sacaropina

NAD*
SDH
NADH
bo—
Acido o-aminoadipico
pipecélico < semialdeido

a-cetoglutarato

glutamato
el de
acido citrico s | AcetikCoA

a-cetoglutarato

Transaminagio | gommss a-aminocido
: a-cetoacido
glutamato

Figura 2: Via metabdlica da sacaropina, a via de degradagdo de lisina em plantas. Sua principal
enzima ¢ a lisina cetoglutarato redutase/sacaropina desidrogenase (LKR/SDH) que apresenta
atividades de LKR e SDH, responsaveis pelas duas primeiras reagdes da via.
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Uma outra molécula de acido glutdmico pode ser formada se o AASA for
convertido em o-aminoadipato que, ao originar a-cetoadipato, libera também uma
molécula de glutamato. Alternativamente, AASA pode ser convertido em acido pipecolico
(Figura 2).

O a-cetoadipato pode gerar duas moléculas de acetil-CoA que podem ser usadas no
ciclo do acido citrico para gerar mais uma molécula de glutamato por transamina¢do com
a-cetoglutarato (Arruda er al, 2000), ou ainda podem servir como precursores de
compostos do metabolismo secundario (poliacetatos, flavondides e terpendides) envolvidos
na defesa vegetal contra o ataque de patdgenos (Paiva, 2000; Dixon e Steele, 1999; Dixon,
2001).

Portanto, na via da sacaropina uma tnica molécula de lisina oxidada tem o potencial

para gerar até trés moléculas de acido glutdmico.

1.2 O gene e a proteina LKR/SDH

Anilises da sequéncia do gene que codifica a enzima bifuncional LKR/SDH em
mitho revelaram tratar-se de um gene muito complexo e com sequéncia bem conservada
comparada aquela de outros vegetais e animais.

Este gene de copia unica no genoma, contém 26 €xons que transcritos produzem um
RNA mensageiro de 3.5 Kb, uma regido de interdominio que separa os dominios de LKR e
de SDH, e ainda dois promotores, um acima da sequéncia completa correspondente a
enzima bifuncional e outro interno entre as sequéncias codificadoras de LKR e de SDH.
Conforme indicado na Figura 3, ambos os promotores contém sequéncias reguladoras
(CCAAT e TATA) e ainda provaveis sitios de ligagdo dos fatores de transcrigio Opaco2 e
GCN4 (Arruda er al, 2000). Esta estrutura génica permite que o dois promotores
apresentem autonomia tanto para expressio como para interagio entre eles (Galili ef al,
2001).

Uma propriedade da proteina LKR/SDH ¢ que nesta Uinica enzima estdo presentes
duas atividades enzimaticas, e cada uma possui um pH 6timo para sua atividade especifica.
Para a LKR o pH neutro € 6timo para sua atividade, ao passo que para SDH o pH 6timo €
de aproximadamente 9 (Gaziola et al., 1997, Miron et al., 2000), indicando que a atividade
especifica de SDH é, de certa forma, ineficiente, ja que o pH celular € neutro.
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De acordo com Galili e colaboradores (2001) a consequéncia disso € que a planta
necessita da atividade de SDH adicional a fornecida pela forma bifuncional LKR/SDH para
manter a eficiéncia do catabolismo de lisina. Isto explica a detec¢do de RNA mensageiro da
forma SDH monofuncional em Arabidopsis (Tang et al., 1997) e em milho (Kemper ef al.,

1999), apesar da proteina s ter sido confirmada por western blot em Arabidopsis.

- Opagues . S e = s
boes O g9 0 CCHTAIE
e T GCNdike  TATA 27

GON4-fike TATA
At L AT | |

Figura 3: Esquema das regides regulatérias e codantes do gene que codifica a enzima bifuncional
lisina cetoglutarato redutase/sacaropina desidrogenase (LKR/SDH) de milho. No esquema inferior,
os éxons estdo representados por caixas e os introns por linhas. Os éxons azuis referem-se a regido
que codifica a LKR, os vermelhos a SDH. As caixas em cinza representam éxons da regido
interdominios. O primeiro éxon ndo traduzido esta representado em branco. No esquema ainda estio
ampliadas (esquema superior) as regides promotoras, acima da sequéncia completa do gene, € 0
promotor interno anterior a sequéncia da SDH. Estas regices contém sequéncias TATA, CCAAT e
os provaveis sitios de ligacdo dos fatores opaco2 e GCN4 (modificado a partir de Arruda et al.,
2000).

A complexidade do locus da LKR/SDH nido ¢é restrita a codificagdo das formas
bifuncional da LKR/SDH e monofuncional da SDH. Recentemente, analises de sequéncias
ESTs relacionados com a LKR/SDH oriundas de bibliotecas de ¢cDNA de algoddo e de
Arabidopsis revelaram a existéncia de uma nova forma enzimatica, a LKR monofuncional
(Galili ef al., 2001). Estes cDNAs possuem sequéncia de DNA idéntica ao dominio de LKR
do cDNA da forma bifuncional, o que sugere que eles também devam ser codificados pelo
locus LKR/SDH. Tanto a fungdo fisioldgica quanto os mecanismos de regulagdo da

produgdo da LKR monofuncional ainda néo foram elucidados.
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1.3 Regulacio do catabolismo de lisina

A regulagio bioquimica do catabolismo de lisina ainda ndo foi totalmente
esclarecida. Experimentos de alimentagdo de ratos com lisina ou aplicacdo de lisina em
plantas de tabaco revelaram o estimulo da atividade de LKR tanto no figado dos ratos como
nas sementes de tabaco, respectivamente (Foster et al, 1993; Karchi et al, 1994),
indicando que tanto em mamiferos quanto em plantas, a lisina pode regular seu proprio
catabolismo. Qutros estudos demonstraram ainda que esta indugio da atividade de LKR
dependente de lisina é bastante complexa, sendo mediada por uma cascata de sinalizagdo
celular que requer fons Ca** e fosforilagio de proteinas (Karchi ef al., 1995; Arruda et al.,
2000).

O isolamento do mutante de milho opaco2 representou a primeira evidéncia de
alteracdes no catabolismo de lisina. Este mutante possui de 3 a 5 vezes mais lisina ¢ 70%
menos zeinas (proteinas de reserva) que sementes normais (Mertz ef al., 1964; Dalby e
Tsay, 1975).

O gene opaco2? codifica a proteina Opaco2, que atua como um ativador de
transcricdo do tipo bZIP (basic/leucine zipper). As proteinas desta classe apresentam um
dominio rico em aminoacidos basicos, pelo qual se ligam a molécula de DNA e um outro
dominio denominado zpeer de leucinas responsavel pela dimerizagio da molécula.
Algumas destas proteinas sdo expressas constitutivamente em determinados tecidos
vegetais (Kircher ef al., 1998), outras sio induzidas por estimulos externos, como acido
abscisico (Gupta ef al.,, 1998; Bray, 1993; Yoshiba ef al., 1997), metil jasmonato (Kim e?
al., 1992; Creelman ¢ Mullet, 1997), baixas temperaturas (Kusano ef al., 1995) e luz UV ¢
visivel (Klotz e Lagrimini, 1996; Williams ef al., 1992).

Fatores de transcri¢io do tipo bZIP se ligam ao promotor num sitio especifico
conhecido como G-box, ja identificado em muitas espécies vegetais como uma seqiiéncia
de DNA (C/TACGTG) altamente conservada.

Atualmente, sabe-se que o fator de transcrigio Opaco2 ¢ responsavel pela regulagio
da transcrigdo dos genes que codificam as o~ zeinas, proteinas de reserva das sementes de
milho, o que justifica as baixas concentragdes destas proteinas no mutante opaco2 (Schmidt

et al., 1992). Existem indicios de que este fator também esteja envolvido com a regulagdo

18



da transcrigdo do gene que codifica a LKR/SDH visto que no milho mutante opaco2 a
quantidade de transcritos e da proteina LKR/SDH sdo reduzidos, bem como as atividades
enzimaticas especificas e a concentragdo de lisina livre que € maior que no milho normal
(Kemper et al., 1999).

Analises do padrdo de expressio do gene LKR/SDH em milho revelaram que ele é
altamente expresso no endosperma, esta expressio € coordenada com o desenvolvimento
deste e com o acimulo das proteinas de reserva (Arruda ef al.,, 1983; Kemper et al., 1999).
Ensaios imuno-histoquimicos mostraram ainda que a maior expressio da LKR/SDH no
endosperma de mitho acontece na camada sub-aleurona, uma regido com células em intensa
divisdo (Kemper et al., 1999). Em Arabidopsis, a LKR/SDH ¢ expressa nos 6rgaos florais e
em tecido embrionario de sementes em desenvolvimento (Tang ef al., 1997).

A expressio deste gene, porém, nio € restrita aos tecidos florais ¢ sementes em
desenvolvimento. Recentemente, verificou-se a indug¢do da expressdo deste gene e o
aumento da atividade especifica da enzima LKR/SDH em discos foliares de canola
(Brassica napus) submetidos a estresse osmotico (Deleu ef al., 1999; Moulin ef al., 2000).
Além disso, analises de ESTs de varias espécies vegetais tém demonstrado que este gene
também € expresso em varios tecidos com células em divisdo, como zona de abscisdo, apice
radicular e calo (Arruda et al,, 2000), e ainda em tecidos tratados com elicitores bi6ticos
(Galili et al., 2001).

Juntos, estes dados sugerem que o catabolismo de lisina desempenha um papel
regulatorio em diferentes programas celulares associados a fungbes fisiologicas, ao

desenvolvimento € as respostas vegetais a estresses bidticos e abioticos.

1.4 Jasmonatos

Os jasmonatos sdo fitormdnios que influenciam o crescimento e o desenvolvimento
dos vegetais. Sua aplicagdo exOgena acarreta diferentes efeitos nas plantas como, a indugio
de senescéncia, de abscisdo foliar, o estimulo da biossintese de etileno, de B-caroteno e de
acido jasménico, promove ainda o amadurecimento dos frutos, a inibi¢io da germinagdo de

sementes e também a resisténcia vegetal a insetos e patogenos (Creelman e Mullet, 1997).
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A sintese do acido jasmonico (AJ) ocorre a partir do acido linoléico (Figura 4), que
¢ um acido graxo poli-insaturado, produzido pela acdo das fosfolipases sobre os lipidios das
membranas celulares que passando por varias reagdes quimicas forma uma molécula de
acido jasmonico. Esta pode ainda ser catabolisada para formar metil-jasmonato (MeJa) e
outras moléculas conjugadas que também possuem atividade biologica (Hamberg e
Gardner, 1992; Wasternack et al.,, 1998).

A concentragdo endogena dos jasmonatos nas plantas varia de acordo com o tecido
e o tipo celular, o estagio do desenvolvimento e com alguns estimulos ambientais
(Creelman e Mullet, 1995).

Quando uma planta ¢ ferida ou submetida a uma forca mecénica (Falkenstein ef al.,
1991), a algum tipo de estresse hidrico (Creelman e Mullet, 1995), ao ataque de patogenos
(Gundlach ez al., 1992), ou a aplicacio de AJ ou Mela, (Sembdner e Parthier, 1993,
Creelman e Mullet, 1997), a concentragdo endogena dos jasmonatos aumenta rapidamente
em virtude da indugdo de sua biossintese. Tal indugdo ocorre primeiramente nos tecidos
danificados e € posteriormente propagada para as células intactas, que passam

imediatamente a sintetizar acido jasmdnico e outros compostos de defesa (Blée, 1998).
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Figura 4: Diagrama mostrando a sintese do acido jasmonico a partir do acido linoleico em resposta
ao desenvolvimento, aos sinais ambientais e a aplicagdo de jasmonatos. Alguns dos genes que sdo
induzidos por jasmonatos. LOX (lipoxigenase)- envolvida na biossintese do acido jasmonico; VSP-
proteinas de reserva; EFE - enzima de formacdo de etileno, PAL (fenilalanina amonia liase) -
envolvida na biossintese dos flavonoides; Inibidores de proteases, Osmotina e treonina - proteinas
anti-fingicas (modificado a partir de Creelman e Mullet, 1995).
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O aumento da concentragdo de acido jasmoOnico na planta altera a expressdo de
diversos genes. Analises da resposta aos jasmonatos em trinta espécies vegetais, incluindo
monocotiledoneas e dicotiledOneas, revelaram a indugdo de miultiplos genes, entre eles
alguns que codificam proteinas com fungio de reserva (Vegetative Storage Protein - VSP),
outros que codificam inibidores de proteases, genes envolvidos com a biossintese de
etileno, de acido jasménico, e ainda genes relacionados com a defesa vegetal que codificam
proteinas e metabolitos secundarios de funcdo antibiotica e antifiingica, Figura 4 (Staswick,
1992; Gundlach et al., 1992; Creelman e Mullet, 1997).

Alguns genes s3o reprimidos pelo excedente de acido jasmoénico produzido na
planta, a maioria sio genes cujos produtos estio envolvidos com a manutencdo do
metabolismo basal celular (housekeeping), tais como genes ribossomais € alguns genes
relacionados a fotossintese (Reinbothe ef al., 1994).

O estudo da regido promotora de dois genes (Pin2 e VspB) que tém sua transcrigdo
induzida por jasmonatos, demonstrou a existéncia de uma regido comum de 50 pb que
confere a resposta ao acido jasmonico (Kim et al., 1992; Masson et al., 1993). Esta regido
contém uma seqiiéncia conhecida como G-box que funciona como um sitio para ligagdo de
fatores de transcri¢io do tipo bZIP. O elemento G-box esta presente no promotor de varios
genes, mas nem todos respondem positivamente ao acido jasmonico. Assim, Creelman e
Mullet (1997), postularam que o acido jasmonico deve agir ativando os fatores de
transcrigio destes genes, induzindo sua ligagdo a regido promotora e promovendo a
transcri¢do do gene.

A identificagdo e caracterizagdo de novos genes induzidos pelos jasmonatos pode
levar a um melhor entendimento dos mecanismos de atuagdo deste hormdnio nos vegetais,
tanto em rela¢do ao crescimento e desenvolvimento quanto em relagdo as alteragdes que ele

induz na expressio de genes, em resposta aos estimulos ambientais.
1.5 Acido abscisico

O acido abscisico é um fitormonio que regula o crescimento e o desenvolvimento
dos vegetais, particularmente durante a formagio das sementes e durante a resposta vegetal

a estresses ambientais que envolvem perda de agua (Giraudat, ef al., 1994).
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O ABA é classificado como um hormodnio comum 4 vrios estresses, visto que seca,
frio, alta salinidade, e outras situaghes que afetam a disponibilidade de agua em alguma
parte da planta, induzem o aumento de sua concentra¢do endogena, através da inducdo de
sua biossintese (Yoshiba, ef al., 1997, Bray, 1993)

Nos ultimos anos muitos genes induzidos por ABA tem sido caracterizados nas
partes vegetativas de plantas estressadas. Na maioria dos casos a primeira evidéncia de que
a inducdo da expressio de um gene esteja relacionada com ABA, € a associa¢do entre as
concentragdes de ABA e do transcrito deste gene. Um outro indicio pode ser ainda a
expressdo do gene induzida pela aplicagdo de ABA em plantas ndo estressadas.

Tais observagdes apesar de serem compativeis, ndo confirmam que o ABA
produzido durante um estresse seja responsavel por alteragGes na expressdo génica. Existem
casos em que genes induzidos pela aplicacio de ABA ndo sdo induzidos por estresses que
acarretam no aumento da concentra¢do endogena deste hormonio. O que indica que outros
fatores podem estar envolvidos com a regulagdo da expressio génica (Chandler e
Robertson, 1994)

Os mecanismos pelos quais o ABA regula a expressio de alguns genes
provavelmente envolvem eventos transcricionais e/ou eventos poOs-transcricionais, como
processamento do transcrito, estabilidade do RNA mensageiro, controle da traducdo e da
atividade da proteina (Chandler e Robertson,1994). Atualmente, varios estudos estdo
voltados ao entendimento das bases moleculares da regulagdo génica pelo ABA, que parece
seguir o modelo geral, no qual fatores de transcrigdo se ligam a um elemento da regido
promotora de um determinado gene ativando assim a transcrigdo do gene (Ptashne, 1998).

As anilises das sequéncias de DNA de genes regulados por ABA como, Em
(Marcotte et al, 1989), Rab (Mundy ef al,, 1990) e Dc3 (Vivekananda et al, 1992),
mostraram que ha um elemento de resposta a este horménio (ABRE) na regido promotora
destes genes. A caracterizagdo deste elemento mostrou que se trata de uma regido bem
conservada entre estes genes (Chandler e Robertson, 1994), e que fatores de transcrigdo do
tipo bZIP se ligam especificamente a estas seqiiéncias (Guiltinan ef al., 1990; Giraudat et
al., 1994), indicando também a presenca do sitio G-box dentro delas.

Existem similaridades e diferencas na estrutura, propriedades fisicas e na atividade

do acido abscisico e dos jasmonatos, porém estes reguladores sio capazes de induzr o
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mesmo grupo de proteinas em determinadas espécies, a exemplo de alguns de inibidores de
protease e proteinas de reserva em canola. Porém, a compreensdo das interagdes entre
ABA, jasmonatos e outros hormoOnios vegetais, que regulam o desenvolvimento ¢ o
metabolismo, bem como o entendimento de suas vias de sinalizacdo pela planta, dependera
da identificagio e caracterizagdio de novos genes comumente induzidos por estes

reguladores (Staswick, 1992).
1.6 Estresse hidrico

O estresse hidrico ou osmético se caracteriza pelo déficit de 4gua no meio devido a
seca, alta salinidade ou frio, o que altera de alguma forma a osmolaridade das células.

Nos vegetais, este tipo de estresse desencadeia um conjunto de respostas iniciado
pela percepcdo e a sinalizagdo do estresse, estendendo-se as alteragdes moleculares,
bioquimicas, celulares, fisiologicas e de desenvolvimento. Estas mudangas permitem a
planta sobreviver nesta condig¢do adversa. Estas repostas dependem da severidade e da
duragdo do estresse, do gendtipo vegetal, do estagio de desenvolvimento e dos fatores
ambientais que impSem o estresse (Deleu et al., 1999; Hanson et al.,, 1979; Larher et al,
1993; Bray, 1993).

As diferentes respostas ao estresse hidrico sdo controladas por um grupo de genes
com fungdes diferentes, denominados de genes regulados por estresse osmotico (genes OR)
(Deleu et al., 1999), e parte destes genes sdo ainda regulados por acido abscisico.

Existem basicamente trés classes de genes que sdo induzidos por estresse hidrico. A
primeira classe engloba os genes que apresentam em seus promotores o elemento de
resposta ao estresse, mas nio apresentam uma seqiiéncia de resposta a0 ABA (ABRE). A
segunda classe € composta pelos genes que, além de apresentarem o elemento de resposta
ao estresse, possuem também a seqiiéncia ABRE. Estes genes geralmente estdio envolvidos
com a biossintese de ABA, e portanto sdo responsaveis pelo o aumento de sua concentragio
endogena. Na terceira classe de genes estio aqueles que ndo apresentam o elemento de
resposta ao estresse em seus promotores, mas apresentam a sequiéncia ABRE, e por isso sdo

induzidos pelo aumento da concentragdo endogena de ABA (Figura 5). A expressio destas
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trés classes de genes permite a planta produzir proteinas que auxiliem na sua adaptagdo ao
estresse hidrico (Bray, 1993).

Quando uma célula perde agua, iniciam-se diversos processos regulatorios para
promover o ajuste do metabolismo a esta nova condigdo. Simultaneamente, o crescimento €
inibido e o desenvolvimento € alterado acarretando mudangas da expressdo génica.
Acredita-se que estas mudancas tenham como finalidade a promog¢do de protegdo celular

(Bray, 1993).

Percepgdo do estresse osmotico ou hidrico

Gene nio induzido
por ABA

Elemente do resposia
30 astresse

7 Tlemento de resposia Gene induzido por
10 S3{resse ABA ~
i Adaptacio ao estresse
¢ osmotico ou hidrico

Aumento na
concentragio de ABA

v

Reconhecimento

/ doABA

Gene dependente de
ABA

Figura 5: Representagdo simplificada dos genes induzidos por estresse osmético ou hidrico. Genes
induzidos por acido abscisico, genes que ndo sdo induzidos por ABA e genes dependentes de ABA.
Todo o mecanismo se baseia na presenga ou auséncia de elementos de resposta ao estresse € ao
ABA na regido promotora destes genes. As proteinas por eles produzidas estdo envolvidas de
alguma forma na adaptagdo e tolerancia a condi¢do de estresse osmotico ou hidrico, independente
de qual seja o mecanismo de indugao (modificado a partir de Bray,1993).
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Para a manutencio de um potencial hidrico adequado durante uma situagdo de
déficit de agua, é necessario que ocorra na célula um ajuste osmético que € feito,
primeiramente, através da sintese € do acumulo de moléculas denominadas conjuntamente
de osmolitos. Quando se acumulam no citoplasma, estes osmolitos fazem com que a
pressdo osmotica aumente, mantendo assim tanto o turgor quanto o gradiente de agua para
dentro da célula (Rhodes e Samaras, 1994).

Osmolitos, solutos compativeis ou osmoprotetores sio compostos nio toxicos as
células que se acumulam em concentrages osmoticamente significantes sem afetar o
metabolismo. Alguns destes compostos podem também proteger enzimas € membranas
contra danos causados por elevadas concentragbes de sais, enquanto outros protegem a
célula contra as espécies ativas de oxigénio (Nuccio e? al., 1999; Rishi et al., 1998).

Existem trés grupos de compostos classificados como osmoélitos. Os aminoacidos
livres, sendo a prolina o mais importante, os alcoois derivados de agucares (poliois),
representados pelo manitol, sorbitol e trealose entre outros, € o 1ltimo grupo formado por
compostos como a glicina betaina (Nuccio ef al., 1999).

Dentre os osmoprotetores citados, a prolina é o mais conhecido e estudado. Os
genes que codificam proteinas envolvidas em sua biossintese e metabolismo tém sido
isolados em muitas espécies vegetais, 0 que tem permitido avangos na caracterizagdo da
expressdo e da fungio de seus produtos (Yoshiba et al., 1997).

Grandes progressos no entendimento dos mecanismos de resposta vegetal a
situagdes de déficit hidrico vém sendo obtido através do isolamento de genes induzidos por
tais condiges.

Neste trabalho demonstramos que a expressio do gene LKR/SDH, que codifica uma
proteina envolvida no catabolismo de lisina, € induzida quando plantulas de milho sdo
submetidas a estresse salino e aos tratamentos com os fitormonios metil jasmonato e acido

abscisico.
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I Objetivo

Analisar a expressio do gene que codifica a principal enzima da via de degradagdo
de lisina, a lisina cetoglutarato redutase/sacaropina desidrogenase (LKR/SDH) em piantulas
de milho submetidas aos tratamentos com, cloreto de sodio (NaCl), polietileno glicol
(PEG), acido abscisico (ABA) e metil-jasmonato (Mela).
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ITI Material e métodos

3.1 Material vegetal

Sementes do milho hibrido DINA 170 adquiridos da Dow AgroSciences foram
descontaminadas com hipoclorito de sodio comercial (1:4) durante 10 minutos e em
seguida lavadas 5 vezes com 300 mL de agua deionizada. Apds a descontaminagio as
sementes foram colocadas para germinar em papel de germinagdo autoclavado e umido,
dentro de frascos de vidro contendo 200 mL de agua deionizada estéril, trocada todos os
dias. A germinagio ocorreu durante cinco dias dentro de uma cdmara de crescimento, no
escuro e a temperatura de 30 °C.

Para o controle positivo dos experimentos de Northern blot, utilizou-se sementes da

linhagem de milho F352, de plantas com 20 dias apos a auto polinizagdo.

3.2 Tratamentos

As plantulas obtidas no item 3.1 foram submetidas a tratamentos com acido
abscisico, polietileno glicol, metil jasmonato e cloreto de sodio, através de incubagdo em

200 mL das seguintes solugdes:

e Solug¢do contendo 100 uM de acido abscisico (ABA) racémico para o tratamento
com este fitorregulador;

e Solucgdo contendo 20% de PEG 6000, equivalente a um potencial osmdtico de —2,2
MP3, simulando um estresse osmotico;

e Solugdo contendo 100 uM de metiljasmonato (MeJa), simulando um tratamento
com este fitorregulador;

e Solucio de cloreto de sodio (NaCl) 200 mM, simulando um estresse salino;

Nos controles, usou-se apenas agua estéril conforme descrito em trabalhos
anteriores (Merkouropoulos et al., 1999; Herde et al., 1996) e todos tratamentos foram

feitos sob luz constante.
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O material vegetal (parte aérea e raizes) foi coletado as 0, 3, 6, 12 e 24 horas ap6s a
incubagio com as solugdes citadas acima. O material foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a - 70 °C para analise posterior.

Como amostra para o controle positivo dos experimentos foi usado endosperma de

semente de milho com 20 DAP.

3.3 Extracio e quantificacio do RNA total

O RNA total foi isolado a partir da parte aérea e das raizes das plantulas de milho
utilizando-se o reagente Trizol® de acordo com as especificagdes do fabricante (Life
Technologies Inc.). A concentragdo do RNA obtido foi determinada por espectrofotometria,
usando-se comprimento de onda de 260 nm, sendo Absxomm = 1, equivale a 40 pug/mL de
RNA em solugdo.

3.4 Northern blot

Quinze microgramas do RNA total de cada amostra foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1% contendo formaldeido como agente desnaturante. O RNA foi
transferido para uma membrana de naylon Hybond-N" (Amersham Biosystems) conforme
descrito por Sambrook ef al. (1989). Apos a transferéncia as membranas foram incubadas
por 2 horas a 80 °C, para fixacdo do RNA. A pré-hibridagdo foi feita com 10 mL da solugéo
Express Hyb™ (Clontech) por 30 minutos a 65 °C, e a hibridagdo com 10 mL da mesma
solugio contendo a sonda marcada radioativamente e desnaturada, por 1 hora a 65 °C.

A sonda foi obtida a partir de um clone de cDNA de LKR/SDH disponivel em nosso
laboratorio que, apos a clivagem com a enzima de restrigio BamHI, produziu um fragmento
de aproximadamente 650 pb, referente a parte do dominio de LKR. A marcago radioativa
da sonda com [o**P] dCTP foi realizada com o kit comercial Megaprime (Amersham
Biosystems) e purificada em coluna G-50 (Pharmacia).

Apds a hibridagio, as membranas foram lavadas por 40 minutos & temperatura
ambiente com uma solugdo de SSC 0,1x e SDS 0,1% a 50 °C.
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As membranas foram expostas em IP Bas-MS por 24 horas, a leitura do IP e as
quantificagdes foram feitas no aparetho Phosphorimager FLA-3000G (Fujifilm-Japao)

utilizando-se os programas “ImageGauge” e “ArrayGauge” respectivamente.

3.5 Normalizacio das membranas

A intensidade dos sinais referentes a0 RNA ribossomal dos géis de agarose usados
para transferéncia do RNA total foram quantificadas no aparelho Eagle eye II com o
programa “Eagle Sight”. Estas quantificagdes sdo necessirias para garantir que uma
provavel alteragdo na expressio de um gene reflita a sua indugdo ¢ ndo diferengas nas
quantidades de RNA aplicadas. Estas intensidades foram utilizadas para normalizar os
sinais obtidos nos Northern blots referentes a hibridagdo com o RNA mensageiro da
LKR/SDH.

Apos a corregdo nas diferengas de concentragdes, o nivel de expressdo do gene foi
calculado através da razio entre o valor referente a intensidade do sinal da amostra tratada

sobre o valor do seu respectivo controle, no mesmo tempo de tratamento.

3.6 Extraciio de proteina

Para as medidas de atividade enzimatica foram feitas extragdes de proteina total da
parte aérea e das raizes das plantulas. O tecido foi macerado em solugdo tampdo contendo
fosfato de sodio 25 mM pH 7,4, 1 mM de DTT, 1 mM de EDTA e 5 mM de benzamidina.
O macerado foi centrifugado a 12.000g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante, contendo o
extrato de proteina total, foi usado nos ensaios de atividade enzimatica. A concentragdo de

proteina total foi medida conforme descrito por Bradford (1976).
3.7 Ensaios de atividade enzimatica
A atividade de LKR foi medida em espectrofotometro, acompanhando-se a

formagio do NADP produzido durante a reag3o, que ocorre em meio contendo 20 mM de

L-lisina, 10 mM de o-cetoglutarato (solugdo 100 mM preparada separadamente e
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neutralizada com hidréxido de potassio) € 0,1 mM de NADPH em 150 mM de tampdo Tris-
HCI pH 7,4 a 30°C. A reagdo ¢ iniciada adicionando-se de 0,04 a 1 mg de proteina total em
um volume final de 0,6 mL (Kemper, ef al., 1999).

A atividade de SDH também foi medida em espectrofotdmetro detectando-se a
reagio de redugiio de NAD" a 30°C. A reagdo enzimatica ocorre em uma mistura de reago
contendo 2 mM de sacaropina e 2 mM de NAD" em 100 mM de tampao Tris-HCl pH 8,5.
A reagio é iniciada adicionando-se de 0,04 a 1 mg de proteina total em um volume final de
0,6 mL (Kemper, et al., 1999).

Tanto a oxidagio de NADPH quanto a redugio de NAD" foram monitoradas a 340
nm num espectrofotdmetro Beckman modelo DU-65. Uma unidade de atividade da enzima
¢ definida como 1 nmol de NADPH oxidado ou NAD" reduzido por minuto & 30°C.

Nas reacdes controle ndo se coloca o substrato especifico da enzima, ou seja a
reacio controle de atividade de LKR contém 10 mM de a-cetoglutarato (solugdo 100 mM
preparada separadamenté ¢ neutralizada com hidroxido de potassio) e 0,1 mM de NADPH
em 150 mM de tampdo Tris-HC1 pH 7,4 4 30°C, e de 0,04 a 1 mg de proteina total em um
volume final de 0,6 mL. Para SDH coloca-se na reagdo100 mM de tampdo Tris-HCl pH 8,5
de 0,04 a 1 mg de proteina total em um volume final de 0,6 mL.
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IV Resultados
4.1 Expressio da LKR/SDH na parte aérea das plintulas de milho

As analises das hibrida¢des das membranas contendo RNA total extraido da parte
aérea das plantulas de milho com a sonda da LKR revelaram, que os tratamentos com o0s
fitormdnios acido abscisico (ABA) e metil-jasmonato (MeJa) promoveram a indugdo da
expressao do gene da LKR/SDH (Figuras 6A e 7A).

Na parte aérea das plantulas tratadas com acido abscisico foi verificado aumento na
expressdo génica da LKR/SDH 6 horas ap0s o inicio do tratamento, neste tempo, a indugdo
foi maxima, aproximadamente 111 vezes o valor do controle, quando comparada com os
demais tempos. Em 12 horas de tratamento a expressdo diminuiu para 63 vezes em relagdo
o controle e baixou para 28 vezes superior ao controle em 24 horas apds o inicio do
tratamento (Figura 6C).

O perfil da transcrigdo deste gene na parte aérea das plantulas tratadas com MeJa foi
um pouco diferente. As 3 horas do inicio do tratamento ndo havia expressio aparente, ou
seja, o valor da intensidade relativa do referente a amostra tratada era igual ao da amostra
controle. 6 horas ap0s a incubagio inicial foi entdo verificada a indugio da transcrigdo, que
mostrou ser 64 vezes maior que o controle. Porém o pico da cinética de expressao foi
observado no tempo de 12 horas de tratamento, neste momento o valor obtido em relaggo
ao controle mostrava-se 89 vezes superior. Em 24 horas a expressdo chegou encontrada era
6,5 vezes o valor do obtido no controle (Figura 7C).

Os resultados das hibridagdes das membranas contendo RNA total extraido da parte
aérea das plantulas de milho com a sonda da LKR revelaram que os tratamentos com
polietileno glicol (PEG) e cloreto de sodio (NaCl) ndo provocaram alteragio significativa
na transcri¢do do gene durante tratamento (Figuras 8A e 9A).

Isto significa que as analises da transcri¢io do gene LKR/SDH em consequéncia
destes dois tratamentos mostraram que, durante as 24 horas os valores de expressdo
encontrados para as amostras tratadas era igual ao encontrado para as amostras controle
(Figura 8C ¢ 9C).
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Figura 6: Analise da expressio do gene LKR/SDH em plantulas de milho tratadas com
ABA. (A) hibridagio do RNA total da parte aérea das plantulas com a sonda de LKR. C
amostras controle (incubadas em agua), T amostras tratadas (incubadas em uma solugdo de
100 uM de ABA), coletadas em 0, 3, 6, 12 e 24 horas ap0s a incubagdo. C+ controle
positivo, RNA total de endosperma de milho com 20 DAP (dias apés a polinizagdo). (B)
gel de agarose corado com brometo de etidio. O grafico (C) mostra os niveis de expressdao
das amostras tratadas em relagdo aos seus respectivos controles.
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Figura 7: Analise da expressio do gene LKR/SDH em plantulas de milho tratadas com
metil jasmonto. (A) hibridagdo do RNA total da parte aérea das plantulas com a sonda de
LKR. C amostras controle (incubadas em agua), T amostras tratadas (incubadas em uma
solugio de 100 pM de metil jasmonato), coletadas em 0, 3, 6, 12 e¢ 24 horas apos a
incubagdio. C+ controle positivo, RNA total de endosperma de milho com 20 DAP (dias
apos a polinizagdo). (B) gel de agarose corado com brometo de etidio. O grafico (C) mostra
os niveis de expressdo das amostras tratadas em relagdo aos seus respectivos controles
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Figura 8: Anélise da expressdo do gene LKR/SDH em plantulas de milho tratadas com
polietileno glicol. (A) hibridagdo do RNA total da parte aérea das plantulas com a sonda de
LKR. C amostras controle (incubadas em agua), T amostras tratadas (incubadas em uma
solucdo de polietileno glicol 20%), coletadas em 0, 3, 6, 12 e 24 horas apos a incubagdo. C+
controle positivo, RNA total de endosperma de milho com 20 DAP (dias apos a
polinizagio). (B) gel de agarose corado com brometo de etidio. O grafico (C) mostra os
niveis de expressdo das amostras tratadas em relagdo aos seus respectivos controles.
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Figura 9: Analise da expressdo do gene LKR/SDH em pléntulas de milho tratadas com
cloreto de sédio. (A) hibridagio do RNA total da parte aérea das plantulas com a sonda de
LKR. C amostras controle (incubadas em agua), T amostras tratadas (incubadas em uma
solugdo 200mM de NaCl), coletadas em 0, 3, 6, 12 e 24 horas ap6s a incubagdo. C+
controle positivo, RNA total de endosperma de milho com 20 DAP (dias apds a
polinizagdo). (B) gel de agarose corado com brometo de etidio. O grafico (C) mostra os
niveis de expressdo das amostras tratadas em relagdo aos seus respectivos controles.



4.2 Expressio da LKR/SDH nas raizes das plintulas de milho

Os Northern blots com RNA total das raizes das plintulas submetidas aos
tratamentos com acido abscisico, cloreto de sodio e metil jasmonato mostraram que a
incubagdo nestas solugdes promoveu a indugio da transcrigio do gene LKR/SDH (Figuras
10A, 11A e 12A).

Nas raizes das plantulas embebidas em solugido contendo ABA verificou-se que trés
horas ap0s o inicio do tratamento ja havia indugéo da transcri¢gdo do gene e que esta era 15
vezes maior que o controle. O pico de expressdo foi observado em 6 horas e era 49 vezes
maior que seu respectivo o controle. Com 12 horas de incubag@o a expressdo diminuiu um
pouco para 44 vezes o valor do controle neste mesmo tempo, no ultimo tempo do
tratamento, 24 horas apés o inicio, a expressido diminuiu para o correspondente a 16 vezes o
valor do controle (Figura 10C). |

O tratamento com MeJa nas raizes das plantulas nas primeiras 12 horas de
incubag@o ndo acarretou em alteragdo na expressdo do gene da LKR/SDH. Uma indugdo s6
foi observada ap0s 24 horas do inicio desta incubagio e a analise desta mostrou que era 24
vezes maior que seu respectivo controle (Figura 11C).

O estresse salino, imposto através da incubagdo das plantulas em solugdo contendo
cloreto de sodio, ndo promoveu nenhuma modificagio da expressdo génica de LKR/SDH
durante as 12 horas iniciais de tratamento, uma indugio significativa da expressdo do gene,
ou seja 12 vezes maior o controle, ocorreu em 24 horas de tratamento (Figura 12C).

O tratamento das plintulas com polietileno glicol ndo refletiu em alteragdes na
expressio do gene que codifica a LKR/SDH, como pode ser verificado na Figura 13.
Durante as 24 horas de tratamento a quantidade de transcritos deste gene nas raizes da
plantulas tratadas foi similar a quantidade encontrada nas raizes das plantulas incubadas em

agua (controle).
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Figura 10: Analise da expressdo do gene LKR/SDH em plantulas de milho tratadas com
ABA. (A) hibridagdo do RNA total da raiz das plantulas com a sonda de LKR. C amostras
controle (incubadas em 4gua), T amostras tratadas (incubadas em uma solugdo 100 uM de
ABA), coletadas em 0, 3, 6, 12 e 24 horas ap6s a incubagdo. C+ controle positivo, RNA
total de endosperma de milho com 20 DAP (dias ap6s a polinizagdo). (B) gel de agarose
corado com brometo de etidio. O grafico (C) mostra os niveis de expressdo das amostras
tratadas em relag¢@o aos seus respectivos controles.
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Figura 11 Analise da expressdo do gene LKR/SDH em plantulas de milho tratadas com
metil jasmonato. (A) hibridagdo do RNA total da raiz das plantulas com a sonda de LKR. C
amostras controle (incubadas em agua), T amostras tratadas (incubadas em uma solu¢do
100 uM de metil jasmonato), coletadas em 0, 3, 6, 12 e 24 horas ap6s a incubagdo. C+
controle positivo, RNA total de endosperma de milho com 20 DAP (dias apés a
polinizagdo). (B) gel de agarose corado com brometo de etidio. O grafico (C) mostra os
niveis de expressdo das amostras tratadas em relagdo aos seus respectivos controles.
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Figura 12 Andlise da expressdo do gene LKR/SDH em plantulas de milho tratadas com
NaCl. (A) hibridagdo do RNA total da raiz das plantulas com a sonda de LKR. C amostras
controle (incubadas em agua), T amostras tratadas (incubadas em uma solu¢do 200 mM de
NaCl), coletadas em 0, 3, 6, 12 e 24 horas apos a incubagdo. C+ controle positivo, RNA
total de endosperma de milho com 20 DAP (dias ap6s a polinizagdo). (B) gel de agarose
corado com brometo de etidio. O grafico (C) mostra os niveis de expressdo das amostras
tratadas em relagdo aos seus respectivos controles.
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Figura 13 Analise da expressdio do gene LKR/SDH em plantulas de milho tratadas com
polietileno glicol. (A) hibridagdo do RNA total da raiz das plantulas com a sonda de LKR.
C amostras controle (incubadas em 4gua), T amostras tratadas (incubadas em uma solugdo
de polietileno glicol 20%), coletadas em 0, 3, 6, 12 e 24 horas ap6s a incubagdo. C+
controle positivo, RNA total de endosperma de milho com 20 DAP (dias apos a
polinizagio). (B) gel de agarose corado com brometo de etidio. O grafico (C) mostra os
niveis de expressdo das amostras tratadas em relagdo aos seus respectivos controles.
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4.3 Atividade Especifica de LKR e SDH

Para confirmar se a indugdo da transcricdo do gene LKR/SDH acarretou no
aumento da atividade enzimatica da proteina LKR/SDH, buscamos medir as atividades
especificas de LKR e de SDH, nas amostras provenientes da parte aérea e das raizes dos
tratamentos que mostraram indugio na expressdo do gene da LKR/SDH.

Os resultados destes experimentos ndo foram satisfatorios porque as reagdes de
atividade utilizadas como controle, ou seja, onde ndo se acrescenta os substratos especificos
das enzimas, para LKR reagdo, sem lisina e para SDH, reag¢do sem sacaropina, verificamos
oxidagio de NADPH e redugiio de NAD" na mesma proporgdo encontrada nas amostras
que continham os substratos especificos. Isto mostra que no extrato bruto de proteina
utilizado existiam outras enzimas que também sio NADPH e NAD" dependentes. O que
parece natural, ja que as extragdes de proteinas foram feitas a partir de tecidos da parte

aérea e das raizes das plantulas.
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V Discussio

Ainda que os mecanismos bioquimicos e moleculares da regulagdo do catabolismo
de lisina nd3o estejam totalmente elucidados e que existam ainda poucas informagGes
disponiveis a respeito do papel fisiologico da LKR/SDH e dos produtos de suas reagdes,
alguns autores (Arruda ef al., 2000, Moulin ef al., 2000; Galili ez al,, 2001) sugerem que
esta via bioquimica esteja sujeita a uma regulagdo complexa, envolvendo alteracOes
transcricionais € pOs-transcricionais. Estes autores acreditam num provavel envolvimento
desta via com os mecanismos de resposta vegetal a situagOes de estresses. Assim sendo,
neste trabalho demonstramos pela primeira vez a indugdo da expressdo do gene LKR/SDH
em plantulas de milho submetidas aos tratamentos com ABA, MeJa e NaCl.

Nos tratamentos com os fitorreguladores ABA e MeJa, a indugdo da expressido do
gene foi observada em toda a planta, ou seja, tanto nas raizes quanto na parte aérea. No
entanto, o tratamento com NaCl promoveu alteragdo da expressio da LKR/SDH somente
nas raizes e na parte aérea o perfil de expressdo encontrado foi idéntico ao das plantulas
controle. Neste trabalho foi realizado também um tratamento com uma solug¢do de PEG,
porém ndo se verificou nenhuma modificagdo na expressdo do gene na parte aérea nem nas
raizes das plantulas submetidas a este tratamento.

Este resultado, referente ao tratamento com PEG, contrasta com o resultado que
Deleu e colaboradores (1999) obtiveram trabalhando com discos foliares de canola
(Brassica napus) submetidos a estresse osmotico, também, por incubagido em solugdo de
PEG. Estes pesquisadores observaram pela primeira vez que nesta condi¢do, o gene
LKR/SDH teve sua expressdo induzida. Como as solugdes de PEG usadas no presente
trabatho e no trabalho citado, tém o mesmo potencial osmoético, sugerimos que o fato de
nossos resultados contrastarem com os destes pesquisadores, pode ser consequéncia das
diferencas naturais existentes entre plantas monocotiledoneas e dicotiledoneas, ou ainda ser
consequéncia do material vegetal usado em cada trabalho, no nosso trabalho, tratamos e
analisamos a plantula inteira (raiz e parte aérea) ao passo que no referido trabalho foram
usados somente discos foliares.

E possivel que o tratamento com NaCl s6 tenha afetado a expressdo do gene nas

raizes, pelo fato delas estarem embebidas na solugfo salina. Visto que a incuba¢do em
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solugdo hipertonica de NaCl envolve perda de agua do tecido para o meio, desta forma
parece natural que as raizes percebam e respondam primeiramente aos efeitos deste
tratamento.

Nos udltimos anos, varios estudos foram feitos com o intuito de compreender quais
sd0 e como ocorrem as alteracdes bioquimicas e fisiologicas nos vegetais submetidos a
tratamentos, que simulem situagdes de estresse hidrico (frio, seca, alta salinidade). Com
isso, surgiu também a necessidade de entender como os fitorreguladores estdo envolvidos
nos processos de resposta a estas condigoes.

Muitos esforgos tem sido feito para isolar genes induzidos em condigSes de estresse,
pois sabe-se que as mudangas na expressdo génica sio fundamentais para que ocorram as
‘respostas no vegetal, e que genes expressos durante estas situagcGes s3o provaveis
promotores de tolerancia (Bray, 1993). Porém, devido a sua complexidade, os processos de
regulacdo e sinalizagdo que controlam a expressdo de genes durante um estresse ainda nio
foram esclarecidos, mas parece que estes processos estio conectados a uma mesma via ou
em vias similares de regulacdo e sinalizagdo, o que € evidenciado pelo envolvimento do
ABA e de jasmonatos na indug@o de genes sabidamente induzidos por diferentes estresses
(Sembdner e Parthier, 1993).

As plantas respondem ao estresse hidrico através de mudancas fisioldgicas € no
desenvolvimento desencadeadas por alteragcGes no volume, na forma da membrana e nas
concentragdes dos solutos celulares, bem como o rompimento do gradiente de potencial
hidrico, a perda de turgor e a desnaturag@o de proteinas, entre outras (Yoshiba et al., 1997).
Porém, nestas condighes, a sintese de osmolitos parece ser um dos fatores cruciais a
adaptacdo a falta de agua no meio.

A prolina é o osmoprotetor mais comum em plantas desidratadas, seu acamulo €
consequéncia da ativagdo da sua biossintese e da inativagio de sua degradacio.

Nos vegetais, a sintese de L-prolina ocorre numa via metabodlica conhecida como
Alpirrolina-5-carboxilato (P5C), através das atividades enzimaticas da pirrolina-5-
carboxilato sintase (P5CS) e da pirrolina-5-carboxilato redutase (PSCR). Nesta via, o L-
glutamato é o precursor. A L-prolina é metabolisada em L-glutamato na mesma via P5C,
pela atividade de duas enzimas, a prolina desidrogenase (ProDH) e a A'pirrolina-5-
carboxilato desidrogenase (PSCDH) (Figura 14).
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Figura 14: Vias metabolicas de conversdo de L-lisina a L-prolina. A via mostra como a L-lisina ¢
convertida em glutamato pelas atividades de Lisina Cetoglutarato Redutase (LKR) e Sacaropina
Desidrogenase (SDH). Em seguida, como o L-glutamato é convertido em L-prolina através das
atividades de Pirrolina-5-Carboxilato Redutase (P5CR) e Pirrolina-5-Carboxilato Sintase (P5CS), a
L-prolina pode ser metabolisada em L-glutamato pelas atividades das enzimas Prolina
Desidrogenase (ProDH) e Pirrolina-5-Carboxilato Desidrogenase (PSCDH).

Em caso de desidratag@o, a expressdo de PSCS ¢ fortemente induzida e a expressao
de P5CSDH ¢€ inibida, porém, ocorrendo a re-hidratagdo, a expressio de PSCSDH ¢
induzida e da P5CS € reprimida. Sendo assim, a concentra¢do de prolina durante o estresse
hidrico é consequéncia da regulagdo transcricional destes dois genes (Yoshiba, ef al., 1997).

Em 1970, Sodek e Wilson demonstraram, através de experimentos de lisina marcada
com "*C, que este aminoacido é convertido em glutamato que é posteriormente convertido
em prolina conforme apresentado na Figura 14. Agora, verificamos neste trabalho, que o
gene que codifica a principal enzima responsavel pela degradagdo de lisina, teve sua
expressdo induzida pelo tratamento com solugdo salina (NaCl) e pelos tratamentos com o0s

fitorreguladores ABA e MelJa.
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A consequéncia fisiologica da indugdo do sistema LKR/SDH em uma condigdo de
estresse hidrico e pelo tratamento com ABA e MeJa ainda ndo ¢ conhecida, mas ¢ possivel
que esteja relacionada com a necessidade celular de controlar a concentragio de lisina livre.
Além de elevadas concentragdes de lisina comprometerem a sintese de outros aminoacidos
essenciais (Azevedo ef al., 1997), este aminoacido representa um osmolito nio compativel
com as células durante o estresse, seu acumulo inibe a a¢do de algumas enzimas e altera a
estabilizagio de proteinas contra a desnaturagio decorrente do estresse (Rishi ez al., 1998).

Considerando-se que a protedlise osmo-induzida durante um estresse pode provocar
um inconveniente aumento na concentragio celular de lisina livre, a indugdo da transcrigdo
do gene LKR/SDH durante uma condigdo de estresse osmotico pode contribuir para a
adaptagdo a esta situagdo. Produzindo-se mais enzima LKR/SDH ¢ possivel controlar
eventuais excessos na concentragdo de lisina livre (Moulin et al., 2000).

Os principais produtos da degradagdo de lisina sdo o acido o-aminoadipico-5-
semialdeido (AASA) e o glutamato. A via da sacaropina é a Unica entre as vias de
degradagdo de aminoicidos que gera, no minimo, duas moléculas de glutamato por
molécula de lisina oxidada (Arruda et al., 2000). |

O AASA pode ser convertido a acido pipecolico ou a a-aminoadipato, este tltimo
podendo ser degradado e formar acetil-CoA (Figura 2). O acido pipecolico ainda ndo teve
sua fungdo caracterizada bioquimicamente, mas existem indicios de que ele funcione como
uma fonte de reserva de nitrogénio, especialmente quando as aminas estdo em baixas
ooncentrég:ées nas células (Moulin et al., 2000). Além disso, ha evidéncias de que o 4cido
pipecolico funcione como um osmolito, seu acimulo tendo sido detectado juntamente com
o acimulo de prolina em soja (Glycine max) submetida a estresse hidrico (Fukutoku e
Yamada, 1981).

Em animais, o acido glutimico, o segundo produto da reagdo catalisada pela
LKR/SDH, esta envolvido com a comunicagdo entre as células no sistema nervoso central,
além de ser necessario para que as sinapses neuronais se formem adequadamente durante o
desenvolvimento (Verhage ef al, 2000). Os vegetais também apresentam receptores de
glutamato com grande similaridade aos receptores de células animais (Lam et al., 1998). E

provavel que durante a evolugdo, o glutamato tenha sido preservado como molécula
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biologicamente ativa, j& que apresenta fungdes relacionadas com desenvolvimento,
comunicagio celular e com as respostas a mudancgas ambientais (Arruda ez al., 2000).

O envolvimento do glutamato com a tolerancia e adaptagdo ao estresse hidrico pode
ser compreendido pelo fato deste aminoacido servir como precursor de trés importantes
metabolitos relacionados com estresse, o acido y-aminobutirico, a arginina e a prolina
(Figura 15). O é&cido y-aminobutirico (GABA) ¢ uma molécula de sinalizag@o de estresse
(Baum, et al., 1996), a arginina € precursora de compostos relacionados ao estresse, como
as poliaminas e o oxido nitrico (Klessig ef al., 2000) e a prolina, um forte osmdlito (Hare e

Cress, 1997; Nuccio ef al., 1999).

Receptores de
glutamato

Ca*¥/ CaM
PROLINA L -‘ GABA

ESTRESSES
™

s | POLIAMINAS J

' OXIDO NITRICO

Figura 15: Vias de conversdo do glutamato em varios metabolitos relacionados com estresse. A
conversdo do glutamato em prolina, um forte osmolito, ocorre primeiramente em resposta a uma
situagdo de estresse. O glutamato ¢ também convertido em duas moléculas de sinalizagdo, o acido y-
aminobutirico (GABA) numa reagdo catalisada por Cat2 e calmodulina (CaM), e em oxido nitrico,
via arginina. O glutamato também age como estimulador dos receptores de glutamato. (modificado
a partir de Galili er al., 2001).

O glutamato, uma molécula importante para sintese de prolina, ¢ um dos produtos
da via de degradacio de lisina, portanto, € interessante sugerir que a indugdo da expressdo
do gene LKR/SDH, que codifica a principal enzima desta rota metabolica, por tratamentos
com MeJa, NaCl e ABA, esteja relacionada a demanda de glutamato para sintese de
osmoprotetores, principalmente a prolina.

Vale ressaltar ainda que a analise da regiio promotora de alguns genes,

identificados como induzidos por ABA e MeJa, mostrou a presenc¢a de um dominio comum
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e aparentemente responsavel pela resposta a estes hormoénios. Este dominio conhecido
como G-box € um sitio de ligagdo a fatores de transcrigio do tipo bZIP (Chandler e
Robertson, 1994; Creelman e Mullet, 1997).

O gene LKR/SDH também apresenta em seu promotor um sitio G-box (Figura 3),
no qual se liga o fator de transcri¢do, do tipo bZIP, Opaco2, responsavel pela regulagdo da
transcricdo do gene que codifica a enzima LKR/SDH (Kemper et al., 1999). Desta forma, o
fato da transcrigio deste gene ter sido induzida por MeJa, ABA e NaCl, pode ter sido
consequéncia da ativacdo de seu fator de transcricio (Opaco2) por estes tratamentos, que
com isso se ligou ao promotor do gene da LKR/SDH, promovendo assim a sua transcriggo.
Havendo mais moléculas ativas da enzima LKR/SDH, devera ocorrer um aumento na
degradagdo de moléculas de lisina livre e, com isso, um aumento na concentragido de
glutamato que podera ser aproveitado para a biossintese de prolina, uma molécula
fundamental na protegdo contra estresse hidrico e no ajuste osmoético da célula Somente
uma analise bioquimica mais detalhada das plantulas submetidas aos tratamentos, citados
acima, comparada aquela de plantulas controle poderia validar esta hipotese.

A indugdo da expressdo do gene LKR/SDH em consequéncia dos tratamentos acima
citados, ndo ¢ suficiente para afirmar que o produto deste gene confira a planta tolerancia e
adaptagdo a um situagdo de estresse. Mas € um forte indicio de sua importincia e de sua
participa¢do na resposta aos diferentes tipos de estresse. A confirmagdo de que o aumento
na expressio acarretou também no aumento das atividades especificas de LKR e SDH,
conforme ja foi descrito por outros autores para canola (Brassica napus) (Moulin et al.,
2000), juntamente com analises de contetido de prolina no extrato de proteina de plantulas
tratadas e ndo tratadas poderia auxiliar na comprovagdo do envolvimento deste gene com
resposta e tolerancia vegetal a alguns tipos de estresse.

A partir dos resultados obtidos no presente trabatho surgem os primeiros indicios da
relagdo entre o catabolismo de lisina € os mecanismos de resposta e tolerdncia vegetal ao
déficit hidrico. A importincia de estudos, como este aqui apresentado, ¢ ajudar a entender
como os vegetais percebem mudangas osmoticas em seus ambientes € como isso induz
alteragBes na expressdo de genes especificos e de seus produtos. Assim a caracterizagio € a
identificacdo de novos genes induzidos é extremamente relevante, pois permitira um maior

entendimento dos mecanismos envolvidos na resposta do vegetal a alguns tipos de estresse.
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VI Conclusdes

e A incubagdo de plantulas de milho em solugdo contendo acido abscisico promove a
indugdo da transcrigio do gene da LKR/SDH tanto nas raizes como na parte aérea
das plantulas.

e O tratamento de plantulas de milho com o fitormdnio metil jasmonato também é
capaz de desencadear a indugdo da expressio do gene LKR/SDH tanto nas raizes
como na parte aérea das plantulas.

e O estresse salino em plantulas de milho alterou a transcrigio do gene LKR/SDH,
induzindo sua expressdo nas raizes das plantulas tratadas.

o O estresse osmotico, imposto pela incubagdo das plantulas de mitho em solugdo
contendo PEG, ndo alterou a transcri¢do do gene que codifica a enzima LKR/SDH,

nas raizes e nem na parte aérea.
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VII Perspectivas

Purificar a enzima LKR/SDH a partir do extrato de proteina total das amostras que
apresentaram indugdo da transcricdo do gene LKR/SDH, e medir as atividades
especificas de LKR e de SDH.

Analisar o conteido de prolina do extrato de proteina total das plantulas tratadas e
das plantulas controle, afim de verificar se houve alguma altera¢do na concentragdo
deste osmolito nas amostras submetidas aos tratamentos com PEG, MelJa, ABA e
NaCl.
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