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RESUMO

Nas sementes de cereais, lisina € o aminoacido mais limitante para a nutrigao humana e
animal. Em plantas superiores, lisina, assim como treonina, metionina e isoleucina, é sintetizada
através da via de biossintese dos aminoacidos da familia do aspartato. A aspartato quinase
(AK) e a dihidrodipicolinato sintase (DHPS) sédo as principais enzimas dessa via. A DHPS ¢é a
primeira enzima da ramificagdo especifica para a sintese de lisina e a mais importante para o
controle da sintese deste aminoacido. A despeito de seu papel fundamental na sintese de
lisina, apenas clones de cDNA e gendmicos incompletos codificando a DHPS de plantas foram
isolados e poucos estudos tratam da sua expressdo. Neste trabalho, descrevemos a clonagem
e a caracterizagdo de um clone genémico do gene DapA que codifica a DHPS de Coix lacryma-
jebi. A sequéncia do clone revelou uma “open reading frame” (ORF) interrompida por dois
introns de aproximadamente 1 e 0,8 kb, que codifica um polipeptideo de 377 aminoacidos.
Neste polipeptideo foram identificados um peptideo sinal para plastideos na extremidade amino
terminal e uma proteina madura contendo 326 amino acidos que € 95% idéntica a DHPS de
milho. Na regido flanqueadora 5’ foi encontrada, a 372 pb do cédon de inicio de tradugédo, uma
sequéncia de nucleotideos similar aquela do sitio de ligagdo do fator de transcricdo GCN4 de
levedura. Esse elemento é largamente encontrado em promotores de genes de plantas e
controla a transcrigdo de diversos genes de proteinas de reserva de sementes. Analise por
“Southern blot” indicou que a estrutura do gene é bastante conservada e que existem copias
Unicas deste em Coix e milho e multiplas copias em sorgo. Transcritos da DHPS foram
detectados em diversos tecidos como coleoptiles, laminas foliares, raizes, embrides e
endospermas de Coix e milho. Maior expressdo da DHPS foi verificada em coleoptiles,
embrides e endospermas imaturos. Andlise da expressdao do gene no endosperma de milho
opaco2 mostrou pequena diminuigdo da expressao. A proteina Opaco2, capaz de interagir com
elementos “GCN4-like” em outros genes, nao ligou-se a tal elemento do promotor do gene
DapA de Coix, o que é consistente com a expressao relativamente normal deste gene no
endosperma opaco2.



ABSTRACT

Lysine is the most limiting amino acid for animal nutrition in cereal seeds. In higher
plants, lysine, as well as threonine, metionine and isoleucine, is synthesized through the
aspartate family biosynthetic pathway. Aspartate kinase (AK) and dihydrodipicolinate synthase
(DHPS) are the main enzymes of the pathway. DHPS is the first and the most important enzyme
of a specific branch of the aspartate pathway committed to lysine biosynthesis in higher plants.
Despite its crucial importance for lysine synthesis, only cDNA and incomplete genomic clones
encoding DHPS from plants have been isolated so far and few studies on its expression are
available. In this report, we described the cloning and sequencing of a DHPS encoding DapA
gene from Coix lacryma-jobi. The sequence of the clone revealed an open reading frame (ORF)
interrupted by two introns of approximately 1 and 0.8 kb. This ORF encodes a polypeptide of
377 amino acids in which an amino-terminal putative chloroplast transit peptide and a mature
protein of 326 amino acids which is 95% similar to the maize DHPS protein. Analysis of 5’
flanking region of the gene revealed a GCN4-like cis-element located at 372 pb upstream the
translation start codon. This element is largely found in promoters of plant genes and controls
the transcription of several genes encoding seed storage proteins. Southern blot analysis
revealed that the structure of the gene is conserved in monocot and that there is a single copy in
Coix and maize. In sorghum, however, there are probably multiple copies. DHPS transcripts
were detected in coleoptiles, blade leaves, embryos, endosperms and roots. Higher expression
was found in coleoptiles and immature embryos and endosperms. Analysis of DapA expression
showed a slight decrease in the endosperm of the maize mutant opaque2 when compared to its
normal counterpart. Opaque2 protein, which is able to interact with GCN4-like elements in other
genes, did not bind to the Coix DapA gene, in agreement with its nearly normal expression in
opaqueZ2 endosperms.



INTRODUGAO

»

Lisina é um dos aminoacidos essenciais mais limitantes em vegetais

Dentre os 20 aminoacidos normaimente incorporados em proteinas, somente 11
podem ser sintetizados por mamiferos adultos. Os 9 restantes, denominados
“essenciais”, devem ser providos pela dieta. As plantas e maioria das bactérias e fungos
tem a capacidade de sintetizar todos os 20 aminoacidos.

As sementes de cereais constituem a maior fonte de proteina para a nutricdo
animal e humana, apesar de suas frages protéicas nao constituirem mais que 15% do
peso seco da semente (Payne, 1983). Notadamente, o milho responde por 25% do
consumo direto e indireto de alimentos pelo homem (FAO, 1988) e no Brasil, a
producgédo deste cereal corresponde a mais de 30% do total de gréos (Pinazza, 1993).

Estas observagées tornam-se importantes quando constata-sz que sementes de
plantas apresentam deficiéncias especificas quanto ao conteiudo de aminoacidos
essenciais. De maneira geral, as sementes de leguminosas apresentam baixos
conteudos dos aminoéacidos sulfurados cisteina e metionina, enquanto que os cereais
sdo deficientes principalmente em lisina e triptofano (Payne, 1983). Portanto, a
compreenséo dos mecanismos que determinam o teor de lisina em plantas bem como a
obtencdo de variedades de plantas com maior teor deste aminoacido € de grande
interesse.

O acumulo de qualquer aminoacido em tecidos vegetais & regulado por
mecanismos complexos que envolvem basicamente quatro processos: sintese,
degradacao, translocacdo de outros tecidos e incorporagéo em proteinas. Assim, € o
balango entre esses componentes que determina o teor de um dado aminoacido num

tecido.

Biossintese de lisina

Duas vias de sintese de lisina sdao encontradas na natureza: a via do a-
-aminoadipato, presente em diversos grupos de fungos e leveduras e a via do
diaminopimelato, um brago especifico da via da familia do aspartato, encontrada em
bactérias, fungos inferiores, algas e plantas superiores (Umbarger, 1978). A maioria,

sendo todas as plantas superiores, utilizam exclusivamente a via do diaminopimelato



para sintetizar lisina (Bryan, 1980).

»

Biossintese de lisina em plantas: a via do diaminopimelato

Diaminopimelato é o ultimo intermediario que precede imediatamente a lisina e
que batiza uma ramificagio especifica da via metabdlica dos aminoacidos da familia do
aspartato (Fig. 1). O aspartato é o precursor inicial para a produg&o de lisina, além de
metionina e treonina, através de outras ramificagdes da via (Fig. 1; Bryan, 1980; Galili,
1995: Azevedo et al, 1997). A treonina, por sua vez, é precursora da isoleucina,
através da via de sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada que também origina
leucina e valina (Bryan, 1980; Singh e Shaner, 1995; Azevedo et al., 1997).

A via de sintese dos aminoacidos da familia do aspartato tem sido amplamente
revisada (Galili, 1995; Singh e Shaner, 1995; Azevedo et al., 1997). Ela é extremamente
ramificada, compreendendo uma série de enzimas cujas atividades s&o alostericamente
retroinibidas pelos aminoéacidos produzidos pelas respectivas ramificagbes da via. A
atividade da aspartato quinase (AK), a primeira enzima da via, € inibida por lisina e
treonina. Adicionalmente, lisina também inibe a atividade da dihidrodipicolinato sintase
(DHPS), enquanto que a treonina inibe a atividade da homoserina desidrogenase
(HSD). Ou seja, lisina e treonina regulam a sua prépria sintese por inibicio da atividade
da primeira enzima que leva exclusivamente a sua produgdo e também por inibigéo da
atividade da primeira enzima da via (Fig. 1).

A AK e sobretudo a DHPS tém sido consideradas as principais enzimas da via do
aspartato para a biossintese de lisina, principalmente em decorréncia da severa inibigao
exercida pela lisina em suas atividades (Galili, 1995, Azevedo et al, 1997). Dos
restantes 6 passos enzimaticos posteriores ao catalizado pela DHPS e necessarios
para a sintese de lisina (Fig. 1), até o momento apenas duas outras enzimas foram
também estudadas em plantas: dihidrodipicolinato redutase (EC 1.3.1.26), que converte
o dihidrodipicolinato a piperidina dicarboxilato e diaminopimelato decarboxilase (EC
4.1.1.20), que cataliza a decarboxilizagdo de meso-diaminopimelato em lisina (revisado
’por Azevedo et al., 1997).



ASPARTATO
v 1

PIRUVATO aspartil fosfato
3 ' v 2

dihidrodipicolinato p-aspartato semialdeido

homoserina
piperidina dicarboxilato
5} v 11 CISTEINA
o-fosfohomoserina
acilaminooxipimelato 13
v 12
6 $ TREONINA cistationa
acildiaminopimelato ¢ 14
7 ¢ homocisteina
L,L- diaminopimelato ¢ 15
8 lv METIONINA
meso-diaminopimelato ¢ 16
9 S-ADENOSIL-
METIONINA

LISINA

Figura 1. Via de sintese dos aminoacidos da familia do aspartato. Os numeros especificam as atividades
enzimaticas: 1, aspartato quinase; 2, aspartato semialdeido desidrogenase; 3, dihidrodipicolinato
sintase; 4, dihidrodipicolinato redutase; 5, piperidina dicarboxilato acilase; 6, acildiaminopimelato
aminotransferase; 7, acildiaminopimelato deacilase, 8, diaminopimelato epimerase; 9,
diaminopimelato decarboxilase; 10, homoserina desidrogenase, 11, homoserina quinase, 12,
treonina sintase, 13; cistationa y-sintase; 14, cistationa B-liase; 15, metionina sintase; 16, S-
adenosil-metionina sintetase (adaptado a partir de Azevedo ef al., 1997).



Aspartato quinase

A AK (EC 2.7.2.4), primeira enzima da via do aspartato, cataliza a fosforilagao do
aspartato produzirdo p-aspartil fosfato (Bryan, 1980; Fig. 1). Sua atividade, portanto, &
fundamental para a sintese de todos os aminoacidos da familia do aspartato. De
maneira geral, € a enzima da via mais detalhadamente estudada a nivel bioquimico e
genético em diversas espécies de plantas agronomicamente importantes como milho,
cevada, cenoura, ervilha e soja (revisado por Azevedo et al., 1997).

Diversos polipeptideos com atividade AK vém sendo caracterizados em fungéao
de seus diversos graus de retroinibigdo pelos diferentes produtos da via. Assim,
algumas isozimas s&o retroinibidas por lisina, outras por treonina ou sinergicamente por
lisina e S-adenosil-metionina (Galili, 1995; Azevedo et al.,, 1997). Clones genémicos e
de cDNA que codificam AK sensiveis a retroinibigdo por treonina ja foram isolados de
cenoura, mitho e Arabidopsis (Weisemann e Mattews, 1993; Ghislain et al., 1994;
Muehlbauer et al., 1995). Mais recentemente, cDNAs de AK presumivelmente
codificadores de isoformas sensiveis a retroinibigao por lisina foram clonados (Frankard
et al., 1997; Tang et al., 1997).

Notavelmente, alguns polipeptideos contendo atividade de AK também possuem
atividade de HSD (EC 1.1.1.3; Wilson et al., 1991; Azevedo et al., 1992; Weisemann e
Mattews, 1993 Ghislain et al., 1994; Muehlbauer et al., 1995). HSD € a primeira enzima
que leva, a partir do B-aspartato semialdeido, a sintese de treonina e isoleucina e a de
metionina a partir de o-fosfohomoserina (Figura 1; revisado por Bryan, 1980 e Azevedo
et al., 1997).

O aspartil-fosfato produzido pela AK é posteriormente reduzido a B-aspartato
semialdeido pela atividade da aspartato semialdeido desidrogenase (EC 1.2.1.11), cuja
atividade € menos sensivel a retroinibicido pelos aminoacidos produzidos pela via
(Gegenbach et al., 1978). O compartilhamento do B-aspartato semialdeido, ultimo
precursor comum de todos os aminoacidos da via do aspartato (Fig. 1), pela HSD e a

DHPS e suas consequéncias serao discutidos adiante.



Dihidrodipicolinato sintase

A DHPS (EC 4.2.1.52) cataliza a primeira reagao da ramificacéo da via que leva
exclusivamente a formacdo de lisina, condensando o piruvato e o p-aspartato
semialdeido para formar o 2,3-dihidrodipicolinato. Dentre as enzimas da via, a DHPS é
a enzima mais sensivel a inibigdo pela lisina em plantas (los entre 10 e 50 pM),
diferentemente de bactérias, nas quais & muito menos sensivel (lo s aproximadamente 1
mM; Galili et al., 1995).

O mecanismo de reacdo da DHPS foi caracterizado em Escherichia coli
(Shedlarsky e Gilvarg, 1970) e posteriormente verificado em plantas: a enzima cataliza
a condensagdo de aspartato semialdeido e piruvato através de um mecanismo de
“ping-pong”, no qual piruvato primeiramente liga-se a enzima, formando uma base de
Schiff com um residuo de lisina e liberando H,O. Em seguida ocorre a ligagao do
aspartato semialdeido ao complexo piruvato-enzima ativada, a condensagéo e a
liberagdo de H,O e dihidrodipicolinato. Lisina e alguns de seus analogos sao inibidores
competitivos em relagdo ao aspartato semialdeido mas também, controversamente, em
relacdo ao piruvato (Shedlarsky, 1971; Kumpaisal et al., 1987; Frisch et al., 1991b;
Dereppe et al., 1992).

A DHPS tém sido isolada, purificada e caracterizada a partir de varias especies
de plantas. Em sua maioria, as enzimas apresentam-se como tetrameros CUjos pesos
moleculares aproximados variam pouco entre si. A proteina nativa de espinafre tem
155.000, a de trigo 123.000 (Kumpaisal et al., 1987), a de milho 130.000 (Frisch et al.,
1990a), a de tabaco 164.000 (Ghislain et al, 1990) e a de ervilha 127.000 com,
excepcionalmente, trés subunidades de 43.000 (Dereppe et al., 1992).

A DHPS é codificada por um gene denominado DapA, caracaterizado em tabaco
como sendo nuclear (Negrutiu et al., 1984). Varios cDNAs de DHPS de plantas ja foram
clonados e caracterizados. Kaneko et al. (1990) pioneiramente clonaram cDNAs com
sondas de oligonucleotideos baseadas nas sequéncias de aminoacidos amino-
terminais de enzimas purificadas a partir de culturas de células de trigo. Posteriormente,
Frisch et al. (1991b) e Vauterin e Jacobs (1994) clonaram cDNAs de milho e Populus,
respectivamente, através da complementagao de mutantes dapA” de E. coli desprovidos
da atividade da enzima. Através de hibridizagdo com sondas de dicotiledéneas, cDNAs



de soja (Silk et al.,1994), tabaco (Ghislain et al., 1995) e Arabidopsis thaliana (Vauterin
e Jacobs, 1994 foram clonados. Apenas clones genémicos incompletos de soja (Silk et
al., 1994) e tabaco (Ghislain et al., 1995) foram isolados. Todos os clones caracterizados
codificam proteinas maduras de 326 aminoacidos, excegéo feita a de Populus, que
apresenta 327 (Vauterin e Jacobs, 1994). Identidades de aproximadamente 89% foram
encontradas entre as proteinas de monocotiledéneas, 81% entre as de dicotiledoneas e
76% entre as dos dois grupos (Vauterin e Jacobs, 1994). As DHPS de plantas, como
um todo, apresentam aproximadamente 33% de identidade com as dos procariotos
Escherichia coli, Bacillus subtilis e Corynebacterium glutamicum (Vauterin e Jacobs,
1994). Os polipeptideos deduzidos revelam a existéncia de sequéncias de aminoacidos
amino-terminais de tamanho e composigao caracteristicos de peptideos de transito para
plastideos e/ou cloroplastos, contudo sem grande conservagéo de sequéncia (Kaneko
et al., 1990; Frisch et al., 1991b; Vauterin e Jacobs, 1994; Ghislain et al., 1995; este
trabalho).

Plantas mutantes e transgénicas que expressam enzimas da via do aspartato
menos sensiveis a retroinibi¢ao pela lisina

Grande quantidade de informagdo vem sendo acrescentada & compreensao do
metabolismo dos aminoacidos da via do aspartato gragas a obtencdo e andlise de
plantas mutantes e transgénicas que expressam formas de enzimas desta via menos
sensiveis a retroinibicdo (Lea e Forde, 1994; Galili et al., 1995; Azevedo et al., 1997).

Mutantes resistentes a aminoacidos produzidos pela via ou alguns de seus
analogos foram obtidos em varias espécies como tabaco, trigo, milho, cevada,
Arabidopsis, batata e milheto (revisado por Azevedo et al., 1997). Contudo, a
resisténcia nem sempre esta associada a alteragdes especificas das enzimas e ao
aumento do contetido de um ou mais aminoacidos da via (Azevedo et al., 1997).

Dentre os casos analisados mais detalhadamente, mutantes de cevada
resistentes a lisina mais treonina acumulam treonina (Bright et al., 1982), enquanto que
‘mutantes de milho igualmente resistentes a lisina mais treonina superproduzem
treonina e serina em suas sementes (Hibberb e Green, 1982). Nos mutantes das duas
espécies foram caracterizadas formas de AK insensiveis ou menos sensiveis a

retroinibicdo pela lisina, porém ndo foram verificados aumentos dos niveis de lisina.



Mutantes RLT (resistentes a lisina mais treonina) de Arabidopsis que acumulam 4 a 8
vezes mais treonina e contém atividade de AK apenas parcialmente insensivel a lisina
foram também caracterizados (Heremans e Jacobs, 1994; 1995). Mutantes RLT de
Nicotiana sylvestris contém mais treonina solivel em suas folhas e sementes na ordem
de 45 e 70 vezes, respectivamente. A AK extraida destes mutantes mostrou-se
totaimente insensivel a retroinibigéo pela lisina (Frankard et al., 1982). Destes exemplos
pode-se concluir que a insensibilizagdo da AK nao leva ao aumento dos niveis de lisina,
mas principaimente dos de treonina. Porém, a analise de alguns mutantes foi muito
elucidativa do ponto de vista de regulagdo da sintese de lisina. O mutante RAEC-1
(resistente a S-(2-aminoetil)L-cisteina) de Nicotiana sylvestris, regenerado a partir de
cultura de protoplastos, demonstrou um aumento de 28 vezes nos niveis de lisina
soluvel nas folhas, associado a insensibilizagdo da DHPS e nao da AK (Negrutiu ef al.,
1984).

Informagdes importantes foram obtidas com o cruzamento dos mutantes de
tabaco RLT 70 e RAEC-1 (Frankard et al., 1992). Os duplos mutantes apresentaram
niveis mais altos de lisina soltvel nas folhas (1785 nmol g™') que o mutante simples de
DHPS RAEC-1 (1380 nmol g ). Surpreendentemente, o nivel de treonina nos duplos
mutantes (51 nmol g”') foram muito menores que nos mutantes parentais de AK RLT 70
(18779 nmol g') e ainda menores que nas plantas selvagens (335 nmol g™'). Também,
os niveis de isoleucina e metionina também foram diminuidos. Estes resultados levam a
conclusdo de que a DHPS drena o B-aspartato semialdeido, sobretudo quando a AK
esta desregulada, para a ramificagdo da via do diaminopimelato, levando a maior
sintese de lisina em detrimento da sintese dos outros aminoacidos produzidos pela via
(Frankard et al., 1992).

Resultados semelhantes aqueles obtidos pela analise de plantas mutantes foram
observados na analise de plantas transgénicas expressando enzimas da via do
aspartato codificadas por genes bacterianos, caracteristicamente muito menos
‘sensiveis a retroinibicdo por lisina que suas homoélogas vegetais (Galili, 1995). Para
cria-las, as regides codificadoras dos genes bacterianos de AK e DHPS foram
colocadas sob controle de promotores constitutivos, como o 35S do virus do mosaico

da couve-flor, ou tecido especificos, como o da B-faseolina, altamente ativo em



sementes de dicotiledoneas.

A expressdo da AK bacteriana em diferentes plantas levou a uma significativa
superprodugdo de treonina e metionina, enquanto que a da DHPS levou a
superprodugéo de lisina (Glassman, 1992; Karchi et al., 1993; Perl et al., 1992; Shaul e
Gallili, 1992a; 1992b; Shaul e Galili, 1993; Brinch-Pedersen et al., 1996; Tzchori et al.,
1996), resultados semelhantes aqueles observados nas plantas mutantes para AK e
DHPS. E também notavel que em alguns casos, as atividades e/ou as quantidades dos
polipeptideos de AK e DHPS bacterianas estdo positivamente correlacionados com o
acumulo de treonina e lisina, respectivamente (Perl et al., 1992; Shaul e Galili, 19923a;
1992b; Falco et al., 1995; Galili, 1995). Portanto, conclui-se que ndo somente a
retroinibicdo é importante para a sintese, mas também a quantidade das enzimas (Perl
et al., 1992; Shaul e Galili, 1992a; Galili, 1995).

Assim, tanto plantas mutantes como plantas transgénicas contendo formas da
AK e/ou DHPS menos sensiveis a retroinibicdo pela lisina permitiram varias
considera¢des gerais e importantes a respeito da regulagdo da sintese de lisina: (i) a
atividade da DHPS muito provavelmente é o ponto regulatério fundamental para a
sintese de lisina uma vez que, na maioria dos casos, o acumulo de lisina esta
associado a perda da capacidade de retroinibicdo da DHPS e ndo da AK. A alteragao
somente da DHPS, e ndo a de outras enzimas da via, € suficiente para maior sintese do
aminoacido; (ij) a AK parece estar principalmente associada a sintese de treonina e
menos a de lisina, porém ela controla os niveis do precursor de todos os aminoacidos
produzidos pela via, o B-aspartato semialdeido, dai o maior efeito no acimulo de lisina
quando ambas enzimas estao insensibilizadas; (iii) a DHPS e a AK competem pelo B-
aspartato semialdeido, com vantagem para a DHPS e, consequentemente, em
detrimento da sintese de treonina, sobretudo em condi¢des de perda de sensibilidade a
retroinibicdo de ambas enzimas.

Localizagao intracelular das enzimas da via da familia do aspartato

A via do aspartato & operante em diversos 6rgaos, conforme bioquicamente
evidenciado, indicando que a sintese dos aminoacidos da via ocorre em uma ampla
gama de tipos celulares, com organizagao e fungao diferentes (Gegenbach et al., 1978;

Azevedo et al., 1997). Muitas enzimas da via da familia do aspartato sdo localizadas em



plastideos (Bryan et al., 1977; Wallsgrove and Mazelis, 1980; Ghislain ef al., 1990), o
que & corroborado pela andlise de sequéncias de DNA clonadas que revelam que as
enzimas da via possuem peptideos sinais para plastideos e/ou cloroplastos (Kaneko et
al., 1990; Frisch et al., 1991b; Weisemann e Matthews, 1992; Ghislain et al., 1994;
Ghislain et al., 1995; Vauterin e Jacobs, 1994: Muehlbauer et al.,, 1995; Frankard et al.,
1997; Tang et al., 1997b). A analise de plantas transgénicas também vem trazendo
informagdes relativas a compartimentalizagdo intracelular das enzimas da via do
aspartato. Estes estudos basearam-se na obteng¢éo de plantas transgénicas com genes
quiméricos, nos quais as sequéncias dos genes bacterianos que codificam a AK e a
DHPS foram fundidos com sequéncias que codificam peptideos sinais para plastideos
na extremidade amino-terminal dos polipeptideos das enzimas, direcionando-as para a
organela. Assim, observou-se que a localizagdo da DHPS em plastideos é crucial para
a sintese de lisina, enquanto que a localizagdo da AK dentro da organela ndo é

essencial para a produg¢ao de treonina (Shaul e Galili, 1992a; 1992b; Galili, 1995).

Lisina é translocada para o endosperma de milho em desenvolvimento

A sintese de proteinas no endosperma de milho depende primariamente da
disponibilidade do nitrogénio translocado para a semente ao longo do desenvolvimento
(Tsai et al., 1980; Singletary and Below, 1990; Singletary et al., 1990; Balconi et al.,
1993). Os aminoacidos séo a principal forma de transporte de nitrogénio para a espiga
(Arruda e da Silva, 1979a) e sao oriundos da mobilizagdo de nitrogénio a partir de
proteinas de partes vegetativas da planta como laminas foliares e caule (Cliquet et al.,
1990).

Embora haja sintese de lisina através da via do diaminopimelato no endosperma
de milho (Sodek, 1976), a lisina & translocada para o endosperma de milho em
quantidades razoaveis, constituindo aproximadamente 4,5% do nitrogénio total presente
na seiva do pedunculo da espiga durante o desenvolvimento (Arruda e da Silva, 1979a;
1979b; 1983). Comparativamente, glutamina € a forma predominante de nitrogénio
translocada ao longo do desenvolvimento (de 18 a 31%), enquanto que metionina é
pouco translocada (de 0,8 a 1,7%) e prolina e cisteina ndo sao detectadas, o que
implica na obrigatoriedade de sua sintese in loco (Arruda e da Silva, 1979a).
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Degradacgao de lisina em plantas

Ao longo de todo o desenvolvimento da semente de milho, a quantidade de lisina
encontrada na seiva vascular do pedinculo da espiga e na regido pedicelo-placento-
chalazal sdo superiores a encontrada no endosperma (Arruda e da Silva, 1983; Lyznik
et al., 1982; 1985). A quantidade de lisina translocada & aproximadamente duas a trés
vezes maior que a necessaria para a sintese de proteinas (Arruda e da Silva, 1983), o
que implica que a lisina é extensivamente degradada no endosperma.

Assim como em mamiferos, a degradacéo de lisina no endosperma de milho é
realizada pela enzima lisina ceto-glutarato redutase (LKR; Arruda et al., 1982). A
enzima cataliza a condensacéo de lisina com o-ceto glutarato, originando sacaropina.
Esta, por sua vez, é convertida pela sacaropina desidrogenase (SDH) em o-
aminoadipico semialdeido e glutamato. LKR e SDH em plantas e mamiferos sao
atividades contidas num unico polipeptideo bifuncional (Markovitz e Chuang, 1987;
Gongalves-Butruille et al, 1996). A LKR/SDH de plantas tem sido encontrada no
endosperma em desenvolvimento de milho (Gongalves-Butruille et al., 1996) e seu
mRNA mais abundantemente em o6rgédos florais, endospermas e embribes de
Arabidopsis (Tang et al.,1997a).

A analise de plantas transgénicas de tabaco que expressam a DHPS de E. coli
nas sementes revelou que a auséncia de acumulo de lisina estava correlacionada com
o aumento da atividade de LKR (Karchi et al., 1994). Similarmente, indugéo de atividade
LKR foi obtida com a injecdo de lisina exdgena em sementes em desenvolvimento de
tabaco (Karchi et al., 1994).

Falco et al. (1995) obtiveram plantas transgénicas de soja e canola expressando
em suas sementes os genes de Corynebacterium glutamicum da AK e da DHPS
insensiveis a retroinibicdo pela lisina. Diferentemente dos resultados obtidos em tabaco
(Karchi et al., 1994), estas plantas mostraram acimulo de lisina nas sementes, contudo
foram também encontrados em quantidades significativas produtos de sua degradagao
‘como o a-aminoadipico semialdeido em canola e a sacaropina em soja.

Assim, o acumulo de lisina livre em tecidos que ndo os da semente parece estar
vinculado a auséncia de degradagao da mesma (Azevedo et al., 1997). Portanto, a sua

atividade parece desempenhar importante papel no controle dos niveis de lisina,



11

sobretudo no endosperma de milho, como sera discutido posteriormente.

Proteinas de reserva de sementes sio fonte de aminoacidos

A semente contém uma ampla variedade de proteinas pouco abundantes que
sd0 essenciais para a manutengédo do metabolismo celular e uma categoria composta
por um numero relativamente pequeno de proteinas armazenadas em grandes
quantidades, cuja fungdo é fornecer nitrogénio e aminoacidos a plantula durante a
germinagéo, denominadas proteinas de reserva (Higgins, 1984).

As proteinas das sementes sdo normalmente classificadas, em fungéo de sua
solubilidade em diversas solugdes, em quatro grupos: albuminas (soltveis em agua),
globulinas (solGveis em solugdes salinas), prolaminas (soliveis em soluges alcodlicas)
e glutelinas (sollveis em solugdes acidas ou basicas diluidas; Osborne e Mendel, 1914;
Laudry e Moureaux, 1980).

Nos cereais, com excecdo da aveia, na qual 80% das proteinas de reserva sao
globulinas e do arroz, no qual 85% sao glutelinas, as prolaminas e glutelinas
representam 50% e 40% das proteinas de reserva, respectivamente (Larkins, 1981).
Em dicotiledoneas, as proteinas de reserva sao predominantemente globulinas (Payne,
1983).

Tradicionalmente, as prolaminas s&o batizadas de maneira a indicar a planta de
origem. Assim, as prolaminas de milho (Zea mays) sdao denomonadas zeinas, as de
cevada (Hordeum vulgare) hordeinas e as de Coix lacryma-jobi, coixinas. Esen (1986),
baseado em solubilidade diferencial, classificou as zeinas em trés classes, a-, B- € y-
zeinas. Posteriormente, foi adotada a mesma classificagdo para as coixinas (Ottoboni ef
al., 1990; Leite et al., 1992).

Sendo o principal componente da fragdo protéica de semente, a composicéo de
aminoacidos das proteinas de reserva influencia fortemente o balango total de
aminoacidos do grido. De maneira geral, as proteinas de reserva sdo ricas em
asparagina, glutamina e arginina ou prolina, mas deficientes em lisina, treonina e
triptofano em cereais e em cisteina, metionina e triptofano em leguminosas (Payne,
1983). Assim, o baixo conteldo de determinados aminoacidos nas sementes de
diferentes espécies decorre da escassez dos mesmos em suas principais proteinas de
reserva.
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Uma vez que sio expressas em grandes quantidades, de maneira temporal e
tecido—especific'a e sua taxa de sintese é altamente controlada transcricionalmente
(Higgins, 1984), a regulagao dos genes de proteinas de reserva de sementes € motivo
de grande interesse e vem sendo largamente estudada, principalmente em cereais.
Mutagdes que alteram fragdes especificas de proteinas de reservas tém despertado
grande interesse, uma vez que essas alteragbes frequentemente acarretam em
modificagées na composi¢do de aminoacidos da semente. Por exemplo, alteragbes que
levam a diminui¢do do conteudo de prolaminas, que séo pobres em lisina, levam a um
maior contetido de proteinas ricas em lisina, com vantagens ébvias do ponto de vista
nutricional. Ao mesmo tempo, a caracterizagdo molecular dessas mutagdes vem sendo
elucidativa quanto a aspectos da regulagdo da expressdo dos genes que codificam
prolaminas.

Dentre os exemplos mais estudados estd a mutacdo opaco2 de milho, que
proporciona maior teor de lisina no tecido (Mertz et al., 1964). Verificou-se que a sintese
de grande parte das a-zeinas encontrava-se altamente reduzida nas sementes opaco2
(Burr e Burr, 1982), em grande parte devido a um decréscimo de seus mRNAs
(Kodrzycki, 1989). O aumento absoluto dos niveis de lisina (Habben et al,, 1993) é
decorrente do aumento da fragdo de albuminas, globulinas e glutelinas, que possuem
caracteristicamente maior conteudo do aminoacido (Murphy e Dalby, 1971). A clonagem
e caracterizagéo do locus Opaco2 mostrou que o gene codifica um fator de transcrigao,
pertencente a classe “basic domain/leucine zipper” (bZIP) e denominada proteina
Opaco2 (02), que controla positivamente a transcricdo de genes de prolaminas
(Schmidt et al., 1987; Motto et al., 1988; Hartings et al., 1989; Schmidt et al., 1990).
Portanto, mutantes homozigotos opaco2 tém diminui¢do no contetido de prolaminas em
decorréncia da auséncia da O2.

Coix e sorgo apresentam grande semelhanga com milho na composicdo de
prolaminas e na estrutura e regulacdo de seus genes (De Rose et al.,, 1989; Shull e
‘Kirleis, 1989; Leite et al., 1990; Barros et al., 1991; Leite et al., 1991; Ottoboni et al,,
1990; 1993; Targon et al., 1992; Leite et al., 1992; de Freitas, 1994; Yunes et al., 1994,
Cord Neto et al., 1995). Desta maneira, ndo surpreendentemente, genes homélogos ao

Opaco2 foram estrutural e funcionalmente caracterizados em sorgo (Pirovano et al.,
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1994) e Coix (Vettore et al., 1997), sugerindo grande conservagdo evolutiva dos

mecanismos de regulagéo dos genes das prolaminas.

Regulagio coordenada do metabolismo de lisina e da sintese de proteinas de
reserva

Sodek e Wilson (1970) demonstraram que no endosperma opacoZ2 ocorre menor
degradagdo de lisina quando comparado ao endosperma normal. Posteriormente,
verificou-se que o perfil da atividade de LKR ao longo do desenvolvimento esta
correlacionado positivamente com a deposigédo das prolaminas e com a assimilagéo de
nitrogénio pelo endosperma de milho (Arruda e da Silva, 1983). Brochetto-Braga ef al.
(1992) verificaram que a atividade de LKR em endospermas opaco2 € de 2 a 3 vezes
menor quando comparada a dos endospermas normais. Ainda, a diminuigéo € creditada
a um menor numero de moléculas da enzima (Brochetto-Braga et al., 1992). Sendo as
zeinas desprovidas de lisina (Shewry e Tatham, 1990), a maior atividade de LKR nos
endospermas normais pode ser explicada pela necessidade de degradacgdo da lisina
livre em funcdo das excessivas quantidades do aminoacido que sao sintetizadas e
translocadas para o grdao em desenvolvimento, como destacado anteriormente. Caso
contrario, a maior quantidade de lisina livre no endosperma normal poderia inibir a
atividade da AK, comprometendo principalmente a sintese de metionina (Brochetto-
Braga et al., 1992). No endosperma opaco2, o aumento da quantidade de proteinas
ricas em lisina leva a uma menor necessidade de degradagdo desta. Portanto, foi
sugerido que a degradagéo de lisina através da atividade de LKR e a sintese de
prolaminas no endosperma de milho estdo sob o controle de um mesmo mecanismo de
regulacgao transcricional, exercido pela O2 (Brochetto-Braga et al., 1992).

Nao somente o catabolismo de lisina apresenta-se correlacionado com a sintese
de proteinas de reserva e sob influéncia dos mecanismos que controlam sua sintese. O
padréo temporal de sintese de lisina e treonina em plantas transgénicas de tabaco
'expressando AK e DHPS bacterianas, bem como a conversdao de asparagina a
aspartato e posteriormente a outros aminoacidos da familia do aspartato ocorrem
concomitantemente com a expressao de genes de proteinas de reserva (Karchi et al.,
1994; Falco et al. 1995). Similarmente, a atividade dos promotores dos genes que
codificam a AK/HSD de Arabidopsis (Zhu-Shimoni et al., 1997) e a asparaginase de
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Lupinus, que converte asparagina em aspartato (Grant e Bevan, 1993), em plantas
transgénicas dé tabaco também apresentam-se correlacionados com a sintese de
proteinas de reserva de semente. Existem também evidéncias de que a mutagao
opaco?2 influencia a via do aspartato. Em milho, o gene Ltr*1 que codifica uma forma de
AK insensivel a retroinibicao por lisina gera um aumento do contetdo de treonina ainda
maior que em endospermas normais quando em backgroung opaco2 (Azevedo et al.,
1990).

Previamente caracterizado como um regulador exclusivo da sintese das a-zeinas
de 22 kDa, o fator de transcrigdo Opaco2 parece, entretanto, ser capaz de, em maior ou
menor intensidade, regular a transcrigdo de genes que codificam uma série de
proteinas no endosperma de milho e de outros cereais como Coix e trigo. Entre estes
genes estdo aqueles que codificam a-coixinas (Yunes ef al., 1994), p-zeinas e p-
coixinas (Cord Neto et al., 1995), a proteina inativadora de ribossomo b-32 (Lohmer et
al., 1992), a chaperonina b-70 (Marocco et al., 1991), a forma citosdlica de piruvato
ortofosfato diquinase (Gallusci et al., 1996; Maddaloni et al., 1996) e uma glutenina de
baixo peso molecular (Holdsworth et al., 1995). Desta maneira, um papel mais geral no
desenvolvimento do endospérma foi proposto para a O2 (Cord Neto et al., 1995).

Outra evidéncia que levou a um redimensionamento do papel da O2 foi obtida a
partir de estudos de sua expressdo em Saccharomyces cerevisiae. A produgao de lisina
e muitos outros aminoacidos nesta levedura é coordenadamente regulada em resposta
as condicdes nutritivas do meio através do sistema GCN (Hinnebush, 1988). A bZIP
GCN4 é considerada um dos principais controladores do sistema GCN por regular
transcricionalmente diversos genes que codificam enzimas e proteinas regulatorias.
Para tanto, GCN4 reconhece sequéncias de nucleotideos com nucleo TGACTC
presentes nos promotores desses genes (Hinnebush, 1988). A O2 é estruturaimente
similar a GCN4 (Hartings ef al, 1989) e o gene Opaco2 mostrou-se capaz de
complementar mutantes de levedura desprovidos da atividade de GCN4 (Mauri et al.,
-1993). Isto é devido a capacidade da O2 ligar-se as mesmas sequéncias TGACTC que
GCN4 normaimente reconhece (Mauri et al., 1993). Portanto, além de estruturaimente
similares, 02 e GCN4 sio funcionalmente relacionadas.

E interessante que muitos promotores de genes de plantas que codificam
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proteinas de reserva de semente, bem como enzimas do metabolismo primario de
nitrogénio e de aminoacidos, contém sequéncias similares a sequéncia consenso de
ligagdo de GCN4 (Miller e Knudsen, 1993). Desta maneira, a existéncia de proteinas
semelhantes a GCN4 foi sugerida para a regulagdo da expressdao de genes

relacionados ao metabolismo de nitrogénio em plantas (Miller e Knudsen, 1993).
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. OBJETIVOS E TRABALHO

Como destacado anteriormente, existem varias evidéncias que apontam a DHPS
como a principal enzima biossintética de lisina em plantas. Portanto, rosso objetivo
principal era caracterizar a estrutura e estudar a regulagéo da expresséo do gene DapA
que codifica a DHPS. Ademais, diante da emergente concepgdo de regulagao
coordenada da expressdo de genes que codificam proteinas de reserva e enzimas de
metabolismo de nitrogénio, pretendiamos também investigar se o seu padrao de
expresséo esta associado a alteragbes na sintese de proteinas de reserva, para tanto
fazendo uso do mutante de endosperma de milho opaco2.

Desta forma, foram cumpridas as seguintes etapas:

(i) isolamento e sequenciamento de um clone genémico de DHPS de Coix
lacryma-jobi;

(ii) analise da regido flanqueadora 5’ do gene em busca de possiveis elementos
in cis responsaveis pelo controle da regulagdo do gene;

(iii) detecgdo do mRNA de DHPS e determinagdo do padrao de expressao do
gene em diversos tecidos e durante o desenvolvimento de sementes de Coix e milho
normais e opacoz,

(iv) comparagéo da sequéncia de aminoacidos deduzida de DHPS de Coix com
as de DHPS clonadas a partir de outras espécies vegetais.

(v) analise da estrutura do gene DapA de Coix, milho e sorgo.

O corpo desta tese esta constituido de um trabalho submetido a publicagao.
Como introdugdo ao manuscrito, descreveremos mais detalhadamente o processo de

isolamento, subclonagem e sequenciamento do clone gendmico de DHPS de Coix.

Isolamento de clones genémicos de DHPS de Coix lacryma-jobi

Sementes de Coix lacryma-jobi variedade Adlay foram obtidas da colegcdo do
Departamento de Genética do Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
‘Campinas.

Os métodos de biologia molecular como manipulagdo de DNA, sua transferéncia

a membranas, hibridizagdo e construgio e “screening” de biblioteca genémica foram
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realizados de acordo com Sambrook et al. (1989). Enzimas e kits foram utilizadas
segundo as especificagdes dos fabricantes.

O clone do gene DapA que codifica a DHPS de Coix havia sido isolado de uma
biblioteca genémica previamente construida (Cord Neto et al., 1995). Para tanto, DNA
total foi extraido de plantulas de Coix, conforme descrito por Rivin et al. (1982),
parcialmente digerido com Mbol e os fragmentos separados em gradiente de sacarose.
Frages contendo fragmentos de 9 a 22 kb foram coletadas e clonadas no sitio BamHI
no bacteriéfago ADash (Stratagene). Depois do empacotamento in vitro com extrato
Gigapack Il (Stratagene), os fagos foram plaqueados em E. coli DL538. Cerca de 1 x
10° fagos foram submetidos a hibridizagdo com o fragmento EcoRI de 1,4 kb do clone
de cDNA de DHPS de milho pZM DHPS5 (Frisch et al., 1991b; cedido pelo Dr. David A.
Frisch, University of Minnesota, USA) marcado radioativamente pelo método de
“random primer’ com o kit Megaprime (Amersham). Foram isolados oito clones
positivos, dos quais dois, designados gCXDHPS-1 e gCXDHPS-2, foram escolhidos

para anadlise.

Analise dos clones

Sete ug de DNA dos dois clones selecionados foram digeridos com EcoRlI, Nof,
Xbal e Sall. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% e
transferidos alcalinamente para membrana de nylon (Hybond-N, Amersham). Esta foi
hibridizada com a sonda de cDNA de DHPS marcada radioativamente. A membrana foi
lavada duas vezes por 20 minutos em 1x SSC (NaCl 160 mM, citrato de s6dio 15 mM),
0,1% SDS (p/v), a temperatura ambiente, duas vezes por 20 minutos em 0,1x SSC,
0,1% SDS a 65°C, embalada em saco plastico e exposta a filme autoradiografico
Hyperfilm-MP (Amersham) por aproximadamente 3 horas.

Os clones gCXDHPS-1 e gCXDHPS-2 apresentaram perfis de restricdo
similares, diferindo no tamanho do fragmento de DNA gendmico clonado (Fig. 2A).
gCXDHPS-1 e gCXDHPS-2 continham insertos de aproximadamente 16 e 19 kb,
respectivamente, conforme verificado na digestao com Nofl, que liberou todo o
fragmento de DNA gendmico clonado (Fig. 2A). Baseando-se no tamanho do fragmento

e no numero de bandas que hibridizavam com o clone de cDNA de milho (Fig. 2A), o
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clone gCXDHPS-1 foi escolhido para caracterizagdo e sequenciamento. Dentre os
diversos fragméntos de resticdo obtidos do clone gCXDHPS-1, hibridizaram com a
sonda de cDNA os de 3,1 e 3,7kb EcoRl, 19 kb Notl, 6,1 kb Sall e 1,2, 4,1 e 5,0 kb Xbal
(Fig. 2A).

Os fragmentos EcoRI foram subclonados em pBluescript KS+ (Stratagene). O
fragmento de 3.1 kb hibridizou muito mais fortemente com a sonda de cDNA que o
fragmento de 3.7 kb, indicando que deveria conter a maior parte do gene da DHPS (Fig.
2A). Para determinagéo da distribuigio do gene dentro destes dois fragmentos, foi
gerada uma sonda Xbal/lEcoRl de 0,21 kb do clone de cDNA pZM DHPSS5,
correspondente a extremidade 5’ do cDNA de DHPS de milho. O subclone de 3,7 kb foi
o Unico que hibridizou com esta sonda, indicando que continha a regido 5’ do gene (Fig.
2A).

Os dois subclones EcoRI foram analisados por digestdo com diversas enzimas
de restricdo. Apds a obtengdo do mapa (Fig. 2B), foram gerados novos subclones que
foram sequenciados pelo método de Sanger et al. (1977), com o kit T7 Sequencing
(Pharmacia). A obtengéo do mapa possibilitou também determinar a orientagéo correta
dos dois subclones EcoRl de 3,1 e 3,7 kb através do sequenciamento da regido de

conexao entre ambos (Fig. 2B).
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Figura 2. A. “Southern blot” dos clones genémicos de DapA de Coix. O DNA dos clones isolados foram
digeridos com as enzimas indicadas, separados em gel de agarose, transferidos para membrana
de nylon e hibridizados contra sondas derivadas do clone de cDNA de DHPS de milho pZM
DHPS5 (EcoRI 1,4 kb, cDNA inteiro; EcoRl/Xbal 0,21 kb, por¢éo 5'). Os numeros apresentados a
esquerda representam os marcadores de peso molecular, em kb. B. Mapa parcial de restricao do
clone genémico gCXDHPS-1, estratégia para seu sequenciamento e representacao esquematica
de sua estrutura. Esta representada apenas a regido compreendida pelos subclones EcoRl de 3,7
e 3,1 kb empregados na caracterizagéo e constam somente os sitios de restrigdo empregados na
estratégia de subclonagem. As setas pequenas representam as regides sequenciadas. A seta
grande representa a “open reading frame" que codifica a DHPS de Coix. Dentro desta, as caixas

escuras representam os dois introns encontrados.
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, ABSTRACT

Dihydrodipicolinate synthase (DHPS) is the main enzyme of a specific branch of
the aspartate pathway leading to lysine biosynthesis in higher plants. We have now
cloned and sequenced the DHPS-encoding DapA gene from} Coix lacryma-jobi. The
coding region for this enzyme is interrupted by two introns and encodes a polypeptide
of 377 amino acids corresponding to the Coix DHPS apoprotein. A N-terminal putative
chloroplast transit peptide is followed by a mature protein of 326 amino acids which
shows 95% similarity to the maize DHPS protein. DNA gel blot analysis using region-
specific probes suggested the existence of a single copy DapA gene in both Coix and
maize, and multiple copies in sorghum. RNA gel blot analysis showed that the DapA
gene is expressed in coleoptiles, embryos, endosperms and roots but is almost
undetectable in leaves of both Coix and maize. Analysis of the 5’ flanking region of the
DapA gene revealed a TGACTC GCN4-like element, located at -372 pb upstream from
the translation start codon. Transient expression analysis using the DapA 5’ flanking
region/GUS fusions and selective binding using the Opaque2 protein (O2) showed that
this GCN4-like element is not an O2 binding site. In addition, there was no significant
difference in DapA expression in normal and opaque2 endosperms, suggesting that

the gene is not under the control of Opaque2.
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, INTRODUCTION

In many bacteria and in higher plants, lysine, threonine, methionine and
isoleucine are synthesized by the aspartate family biosynthetic pathway (Galili, 1995;
Azevedo et al.,, 1997). Two enzymes of the pathway, aspartate kinase (AK) and
dihydrodipicolinate synthase (DHPS) are feedback inhibited by lysine. DHPS is the first
enzyme of the branch that leads exclusively to lysine biosynthesis (Bryan, 1990).
Various reports have demonstrated that DHPS activity is the key regulatory step for
lysine biosynthesis in plants (Galili, 1995; Azevedo et al.,, 1997). The enzyme is
particularly sensitive to lysine feedback inhibition (lps of 10-50 uM, in contrast to 100-
700 uM for AK; Galili, 1995). Mutant and transgenic plants expressing forms of DHPS
less sensitive to lysine feedback inhibition accumulate free lysine (Negrutiu et al.,
1984; Glasmann, 1992; Shaul and Galili, 1992; Perl et al., 1992; Falco et al., 1995;
Brinch-Pedersen et al., 1996; Tzchori et al., 1996). Moreover, expression of both
insensitive DHPS and AK leads to higher lysine accumulation at expenses of threonine
(Frankard et al., 1992; Shaul and Galili, 1993). Furthermore, the positive correlations
seen between DHPS activity or DHPS protein level and free lysine content suggests
that the amount of the enzyme may influence lysine accumulation (Perl et al., 1992;
Shaul and Galili, 1992; Falco et al., 1995).

In plants, the DHPS is encoded by the nuclear DapA gene and imported into
plastids which are believed to be the sole and crucial location of DHPS activity
* (Wallsgrove and Mazelis, 1980; Ghislain et al., 1990; Shauil and Galili, 1992). DHPS
cDNAs have been cloned from wheat (Kaneko et al., 1990), maize (Frisch et al.,

1991), Arabidopsis and poplar (Vauterin and Jacobs, 1994), soybean (Silk et al.,
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1994), and tobacco (Ghislain et al., 1995). However, only incomplete DapA genomic
clones are ava'ilable (Silk et al., 1994; Ghislain et al., 1995). Among the main enzymes
involved in lysine biosynthesis, so far the only one to be studied at gene level is a
bifunctional aspartate kinase/homoserine dehydrogenase (AK/HSD) from A. thaliana
(Ghislain et al., 1994; Zhu-Shimoni et al., 1997).

This work describes the cloning and expression analysis of a gene encoding the
DHPS protein from the maize-related grass Coix lacryma-jobi. This is the first

description of a complete DapA genomic clone encoding DHPS from piants.

MATERIALS AND METHODS

Plant materials

Coix lacryma-jobi cv Adlay and Sorghum vulgare cv INRA 450 were obtained
from the collection of the Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética,
Universidade Estadual de Campinas (Campinas, SP, Brazil). Normal and opaque2
maize seeds were obtained from an F352 background (Sementes Agroceres, Sao
Paulo, Brazil) after successive backcrosses using the Oh43 opaque2 null mutant as a

plant source.

Isolation and sequencing of the Coix DHPS gene

About 1 x 10° phages of a A Dash (Stratagene) Coix genomic library (Cord Neto
- et al., 1995) were screened with the 1.4 kb EcoRI fragment of the maize DHPS cDNA
clone pZM DHPS5 (Frisch et al., 1991). Two positive clones were isolated and the

clone gCXDHPS-1, which contained a ~19 kb insert, was further characterized.
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gCXDHPS-1 DNA was digested with EcoRI and hybridizing fragments of 3.1 and 3.7
kb were subc.loned into the pBluescript KS+ (Stratagene) and sequenced on both
strands using the T7 DNA sequencing kit (Pharmacia). The sequence data were
analyzed using DNASIS (Pharmacia) and protein alignments were performed on
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Identification of potential regulatory sequences
in the 5 flanking region was performed with Matinspector software (Quandt et al.,

1995) using matrices for regulatory elements in eukaryotic promoters (Bucher, 1990).

DNA gel blot analysis

Genomic DNA was extracted from Coix, sorghum and maize seedlings as
described by Rivin et al. (1982). Ten micrograms of DNA were digested with EcoRI
and EcoRV, separated on a 0.8% agarose gel and transferred to a nylon membrane
(Hybond-N, Amersham), according to standard procedures (Sambrook et al., 1989).
The blot was hybridized for 16 h at 42°C in 50% deionized formamide, 20 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 56X SSC, 1% SDS, 5X Denhardt's solution, 5% dextran sulphate, 100 ug
of salmon sperm DNA/mL and random primed 32P-labeled probes with specific
activities of 10%-10° cpm pg™. The probes used were the 1.4 kb EcoRI fragment from
the maize DHPS cDNA clone pZM DHPS5 and the 0.36 kb Xhol/Clal and 0.39 kb
EcoRV/Hpall fragments from the Coix DapA gCXDHPS-1 genomic clone,
corresponding respectively to specific 5 and 3’ flanking region probes (Fig. 3A). Final
moderate-stringency washes were performed twice in 1x SSC containing 0.1% SDS at
55°C for 20 min. The membrane was subsequently exposed to autoradiography film
(Hyperfilm-MP, Amersham) for five days at -70°C. Probes were stripped off with boiling

0.1% SDS, and the membrane was successively hybridized with the other probes.
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RNA gel blot analysis

Analysi; of DapA expression in endosperms and embryos was performed using
seeds harvested at 10, 15, 20, 28 and 35 CAP for Coix and at 10, 15, 20, 25 and 30
DAP for normal and opaque2 maize. Coix and maize embryos and endosperms were
dissected manually, frozen in liquid nitrogen and stored at -70°C. DapA expression in
vegetative organs were analyzed using Coix and maize seedlings germinated in
distilled water-irrigated vermiculite at 25+2°C either under white light (30 pE m?s™, 16-
h-d/8-h-night) or in the dark. Two to three cm-long coleoptiles, blades (the first 5-8 cm
of emerging leaves) and primary and secondary roots were harvested and totai RNA
were extracted according to Prescott and Martin (1987). Twenty micrograms of total
RNA were separated on 20 mM Mops, 0.66 M formaldehyde, agarose gels and
transferred to nylon membranes (Hybond-N, Amersham) according to Fourney et al.
(1987). Hybridizations wefe performed as described above for the DNA gel biot
analysis, using the maize DHPS cDNA clone as a probe. Final high-stringency washes
were performed twice in 0.1 x SSC containing 0.1% SDS at 60°C for 20 min. The
membranes were exposed to autoradiography film (Hyperfiim-MP, Amersham) for 2-5
days at -70°C. For normalization of the amount of RNA loaded, probes were stripped
with boiling 0.1% SDS and membranes rehybridized using the maize 28S rRNA clone

pZM28S-19 as the probe.
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RESULTS

Nucleotide sequence and structure of the Coix DapA gene

Two EcoRlI fragments (3.1 and 3.7 kb) of the gCXDHPS-1 clone hybridized with
the maize DHPS cDNA probe (data not shown). A 4.2 kb region spanning these two
fragments contained the coding region and the 5" and 3’ flanking regions of the Coix
DapA gene.

The coding unit of the Coix DapA gene (Fig. 1) was identified by comparing the
sequences of the gCXDHPS-1 clone with the maize cDNA clone pZM DHPSS5. The
3,062 pb coding unit consisted of three exons and two introns whose boundaries fitted
the consensus sequences for plant intron splice sites (Hanley and Schuler, 1988). The
first intron interrupted the codon for Gly** of the apoprotein and was 1,072 pb long.
The second intron was 859 pb long and interrupted the codon for Arg®® (Fig.1). A
putative consensus polyadenylation signal AATAAA (Joshi, 1987) was found in the 3’
end, 19 pb downstream from the termination codon UAG (Fig. 1). Analysis of the 5’
flanking region revealed a putative TATA box, cap site and a TGACTC GCN4-like
element, located at -138, -177 and -372 pb upstream from the translation start codon,

respectively (Fig. 1).

The Coix DHPS protein
The deduced amino acid sequence from the gCXDHPS-1 clone revealed a
polypeptide of 377 amino acids (Fig. 1) which included a putative 51-amino acid long
N-terminal chloroplast transit peptide and a mature DHPS protein of 326 residues with
a deduced M. of 35,993 (Fig. 2). Sequence alignment with other mature DHPS

proteins from plants revealed high amino acid identity (Fig. 2). Coix DHPS showed
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95% identity with the maize protein and had an average identity of about 89% with the

-

wheat proteins and 75% with the dicot proteins.

Structure of the DapA gene in Coix, maize and sorghum genomes

To study the structure of the DapA gene, 5’ and 3’ fragments of the gCXDHPS-
1 genomic clone were used as region-specific probes (Fig. 1A). These were designed
to produce single bands when hybridized to EcoRI and EcoRV digested Coix genomic
DNA, assuming that the DapA gene exists as a single copy in Coix. Either the maize
full-length cDNA or the gCXDHPS-1 region-specific probes hybridized to 3.1 kb and
3.7 kb bands of EcoRl digested Coix DNA (Fig. 3B), which correspond to the
sequenced gCXDHPS-1 subclones. This observation suggested the occurrence of a
single DapA gene in Coix. Hybridization of DNAs from Coix, maize and sorghum using
these region-specific probes revealed similar DapA structures in these plants (Fig. 3B
and C). Different bands were distinguished in each enzyme/probe combination in a
reasonable mutually exclusive pattern, thus reflecting that each probe recognized
specific restriction fragments. However, while Coix and maize showed strong single
band patterns consistent with the existence of a single copy of the DapA gene,
duplicated intense bands suggesting more than one gene were found in sorghum (Fig.

3B and C).

Spatial expression of the DapA gene in maize and Coix

Transcripts of approximately 1.4 kb, corresponding in size to the DHPS mRNA,
were detected in nearly all maize and Coix tissues following RNA gel blot analysis (Fig.
4). Generally, the DHPS transcripts had a low abundance since large amounts of total

RNA and long exposure times were required for their detection. Similar expression
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patterns were found in both Coix and maize. DHPS transcripts were more abundant in
coleoptiles, immature embryos, early immature endosperms and roots and were nearly
absent in 5-8 cin-long blade leaves (Fig. 4). Expression in vegetative organs was only

slightly altered when plants were grown in the dark (Fig. 4).

Developmental expression of DapA in Coix and maize seeds

DHPS expression in Coix and maize embryos and more clearly in endosperms
was higher at the beginning of development and decreased as the seeds matured
(Figs. 5 and 6). In both species, embryos usually exhibited a higher DHPS expression
than endosperms during seed maturation. However, more evident differences were
found between maize and Coix endosperms. Whereas DHPS expression in Coix
endosperm decreased abruptly after 10 DAP (Fig. 5), in maize it was nearly constant
along the development (Fig. 6). In Coix embryos, expression decreased after 10 DAP
and remained almost constant up to 35 DAP (Fig. 5), whereas in maize embryos
expression was constant throughout seed development (Fig. 6).

Since the maize opaque2 mutant contains high levels of lysine in the
endosperm and the DapA gene possesses GCN4-like element in its promoter, similar
to those recognized by the Opaque2 protein (Lohmer et al., 1991; Mauri et al., 1993;
de Pater et al., 1994; Yunes et al., 1994b; Holdsworth et al., 1995; Maddaloni et al.,
1996), we examined whether the DapA gene expression would be under the control of
02. The expression of DHPS in the endosperm of the maize opaque2 mutant differed
"~ only slightly from that of normal endosperm (Fig. 6). Considering the overall seed
development, a premature decrease in DHPS transcription occurred in both

endosperm and embryo of opaque2 kernels when compared to their normal
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counterparts (Fig. 6). Since 02 is not expressed in embryos, such difference indicates
that the decre’ased DapA gene transcription in opaque?2 kernels is not related to the
02 factor. We also investigated whether the GCN4-like element of the DapA gene was
involved in the regulation of its transcription. Transient expression assays of the DapA
5' flanking region/GUS fusions bearing either normal or mutated GCN4-like elements
indicated no influence of O2 (data not shown). In addition, a selective binding assay

using a DapA promoter fragment containing the GCN4-like element showed that 02

did not bind to the DapA promoter (data not shown).

DISCUSSION

Structure of the Coix DapA gene

The sequenced 4.2 kb region of the gCXDHPS-1 clone contained the entire
coding unit of the Coix DapA gene in addition to its 5’ and 3’ flanking regions. The first
ATG of the predicted open reading frame probably corresponds to the correct
translation start, since no other in frame ATG was found upstream. Interestingly, the
second intron interrupting the open reading frame was located at the codon for the
residue Arg®® of the apoprotein, conserved in all plant DHPS except for the poplar
protein (Fig. 2). Introns were also found to interrupt this codon in the incomplete DapA
genomic clones of soybean (Silk et al., 1994) and tobacco (Ghislain et al., 1995). This
finding constitutes evidence that the structure of DapA genes in monocots and dicots
has been conserved during evolution.

The gCXDHPS-1 clone encoded the Coix DHPS protein, which showed 95%

similarity to the maize DHPS protein. Notably, the maize and Coix DHPS amino acid
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sequence identity was higher than that observed between the DHPS sequences
deduced from’ cDNA clones isolated from wheat (Kaneko et al., 1990). The high
similarity between the Coix and maize DHPS proteins was also seen in their
chloroplast transit peptides (Fig. 2), an uncommon feature among other plant DHPS
signal peptides. In contrast to other plant DHPS (Kaneko et al., 1990; Frisch et al.,
1991; Vauterin and Jacobs, 1994; Ghislain et al., 1995), the Coix protein lacked an Ala
residue at the transit peptide cleavage site (Fig. 2).

The mature Coix DHPS protein possessed several conserved amino acids
associated with the enzymatic properties of DHPS. These included Lys'®, which binds
pyruvate in the E. coli enzyme (Fig. 2; Laber et al., 1992) and Ser'®, GIlu'® and Ala'®,

which are related to feedback inhibition by lysine and S-2-aminoethyl-L-cysteine (Fig.

2: Ghislain et al., 1995; Shaver et al., 1996; Silk and Matthews, 1997).

DapA exists as a single gene in Coix and maize but not in sorghum genomes

For each enzyme/probe combination used in the DNA gel blot analysis of the
Coix, maize and sorghum genomes, a specific pattern of hybridizing bands was
observed, thus indicating a similar structure of the DapA gene in these monocots. Our
data also suggest that DapA is a single copy gene in maize and Coix (Fig. 3). The
absence of several prominent bands in each enzyme/probe combination does not
agree with a multiple copy status. On the other hand, sorghum exhibited more
complex profiles of duplicated, strongly hybridizing bands, reflecting the probable
~ existence of multiple DapA genes. The number of genes encoding DHPS in plants is
still controversial. Multiple copies have been suggested on the basis of multiple bands

observed in Southern blot analysis of maize (Frisch et al., 1991) and in different cDNA
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clones of wheat (Kaneko et al., 1990). However, except for wheat (Kaneko et al.,
1990), the biochemical data indicate the existence of a single form of DHPS in plants.
A single-copy status has also been suggested for Nicotiana sylvestris (Ghislain et al.,
1995). The different isoforms/cDNAs characterized in Triticum aestivum (Kaneko et al.,
1990) and the nucleotide sequence divergence between the cDNA and the incomplete
genomic clones in Nicotiana tabacum (Ghislain et al., 1995) have been attributed to

their respective allotetraploid and allohexaploid natures. Since Sorghum vulgare is not

polyploid, the reason for the duplicated bands observed here is unknown.

DHPS is expressed in vegetative tissues of Coix and maize

DHPS is under developmental and organ-specific regulation at the
transcriptional level, as evidenced by the RNA gel blot analysis of several tissues (Fig.
4). In agreement with their constitutive role, i.e., supplying amino acids to developing
tissues, the expression of genes encoding the enzymes of the aspartate family has
been found to be particularly active in rapidly growing tissues (Samach et al., 1991;
Grant and Bevan, 1994; Galili, 1995; Singh and Shaner, 1995; Samach et al., 1995;
Zhu-Shimoni et ai., 1997). Unexpectedly for such a young and fast growing organ, we
detected extremely low levels of DHPS transcripts in the 5-8 cm-long leaf blades from
Coix and maize (Fig. 4). DHPS expression in leaves may be restricted to specific
regions, so that its detection may be difficult when RNA of the entire leaf blade is
analyzed. DHPS expression was also reduced in roots (Fig. 4). The A. thaliana
" AK/HSD gene also seems to be expressed to a lesser extent in the roots of transgenic
tobacco plants when compared to other tissues (Zhu-Shimoni et al., 1997). This

suggests that the operation of the aspartate pathway may not be essential in roots.
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The aspartate pathway has been shown to be located in chloroplasts and
probably in th’e plastids of non-green tissues (Wallsgrove and Mazelis, 1980). We
found that DHPS gene transcription was not significantly reduced when Coix and
maize seedlings were deprived of light (Fig. 4). This observation is in agreement with
the transcriptional activity of the DHPS gene and lysine biosynthesis occurrence in

several non-green tissues, suggesting that the enzyme is located predominantly in

plastids rather than in chloroplasts.

Developmental expression of DHPS in Coix and maize seeds

In maize seeds, DHPS expression was consistently higher in embryos than in
endosperms, as previously reported by Frisch et al. (1991). It is interesting that in
maize, and more so in Coix endosperms, DHPS expression was higher at the
beginning of seed development and decreased as maturation proceeded. This
suggests that DHPS may be important at the onset of endosperm development, when
the rate of lysine incorporation into lysine-containing proteins is maximal (Arruda and
da Silva, 1983). However, lysine is also required at intermediate stages of endosperm
development, when protein synthesis is maximal (Arruda and da Silva, 1983).
Although most of the proteins synthesized in the endosperm are prolamins, which are
devoid of lysine (Shewry and Tatham, 1990), it would be reasonable to expect higher
DHPS expression at intermediate stages of endosperm development in order to supply
the lysine demand for the synthesis of lysine-containing proteins. Such situation was
" not observed either for maize or Coix (Figs. 5 and 6). It is possible that lysine may be
supplied to the endosperm from the embryo since the DHPS expression in embryos is

maintained at relatively high levels throughout seed maturation (Figs. 5 and 6).
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Another possibility is that the amount of lysine translocated to the developing kernel
may be enou.gh to supply more than twice the requirement for protein synthesis
(Arruda and da Silva, 1983). The translocated lysine could accumulate, at least
transiently, until degraded by lysine-ketoglutarate reductase (Arruda e da Silva, 1983).
Such an accumulation could repress transcription of the DHPS gene in endosperm
cells. Consequently, the higher levels of free lysine resulting from the lower activity of
lysine keto-glutarate reductase in opaque2 endosperms (Brochetto-Braga et al., 1992)

may contribute to the slight reduction in DHPS expression seen in the latter compared

to their normal counterparts (Fig. 6).

Regulation of DHPS gene expression

The 5’ flanking region of the Coix DapA gene contains a sequence that strongly
resembles the S. cerevisiae GCN4 DNA-binding element. In yeast, the GCN4 basic
domain/leucine zipper (bZIP) transcription factor regulates the expression of genes
encoding the enzymes of amino acid metabolism in response to amino acid starvation
(Hinnebusch, 1988). Interestingly, a GCN4-like element is present in the Arabidopsis
AK/HSD gene (Ghislain et al., 1994), and its deletion severely decreased the activity of
the AK/HSD promoter in transgenic tobacco plants (Zhu-Shimoni et al., 1997). O2
binds to GCN4-like elements in the promoters of genes encoding several proteins
(Lohmer et al., 1991; de Pater et al., 1994; Yunes et al., 1994; Holdsworth et al., 1995;
Maddaloni et al., 1996). However, the Coix DapA gene, despite bearing a GCN4-like
- element in its 5 flanking region, is probably not directly regulated by O2, since the
RNA gel blot analysis revealed that its transcription in opaque2 endosperms was

reduced compared to that in normal endosperms (Fig. 6), but not to the same extent
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as observed for genes regulated by O2.

]
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. FIGURE LEGENDS
Figure 1. Nucleotide and deduced amino acid sequences of the Coix DHPS genomic
clone gCXDHPS-1. § and 3’ fIankjng regions and introns are represented in lower
case letters and exons in uppercase letters. Deduced amino acids are in bold
uppercase letters and are aligned with the second nucleotide of their respective
codons. Numbering is based on the DNA sequence and the first nucleotide of the
translation start codon is considered to be position 1. A putative TATA box, cap site
and a GCN4-like responsive element at the positions -138, -177 and -372,
respectively, in the 5’ flanking region, and a polyadenylation signal in the 3’ flanking

region are boxed.

Figure 2. Alignment of the amino acid sequences of plant DHPS proteins. The
sequences were deduced from the Coix genomic clone gCXDHPS-1 (this paper) and
from the cDNA clones of maize pZM DHPS5 (Frisch et al., 1991), wheat pDA17 and
pDA26 (wheat-17 and wheat-26, respectively, from Kaneko et al., 1990), Arabidopsis
(Vauterin and Jacobs, 1994), tobacco NT (Ghislain et al., 1995), poplar (Vauterin and
Jacobs, 1994) and soybean pUC18DS (Silk et al., 1994). The sequences were aligned
using CLUSTAL W and applying Dayhoff's PAM 250 matrix (Thompson et al., 1994).
The sequence alignment and numbering are limited to the mature DHPS proteins,
which start at the Ala residues marked with a vertical arrow. Only minor manual
" alignment were made in the chloroplast transit peptide sequences. Identical and
similar amino acids are indicated by asterisks and dots, respectively. The region

delimited by the horizontal arrows indicates the feedback inhibition site (FIS) and the K
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residue marked with a vertical arrow indicates the pyruvate binding site (PBS).

Figure 3. Structure of the DapA gene in Coix, maize and sorghum. A, representation
of the gCXDHPS-1 clone structure, partial restriction map and region-specific probes.
The arrow represents the open reading frame encoding DHPS and the gray boxes
represent the introns. Only the restriction sites used for genomic DNA digestion and for
obtaining 5’ and 3’ region-specific probes are shown. The blank bar corresponds to 1
Kb and black bars to the 5’ and 3’ region-specific probes. Ten micrograms of Coix (C),
maize (M) and sorghum (S) genomic DNA were digested with EcoRI| (B) and EcoRV
(C), electrophoresed, blotted and probed successively with the full-length maize DHPS
cDNA (cDNA) and the probes derived from the gCXDHPS-1 clone specific for the 5’

and 3’ regions shown in A. kb, molecular weight standard, in kilobase pairs.

Figure 4. RNA gel blot analysis of DHPS expression in the tissues of Coix and maize
plants grown in the light or in the dark. Twenty micrograms of total RNA from Coix and
maize tissues were independently electrophoresed, blotted and hybridized with the
fragment corresponding to the maize DHPS cDNA (DHPS). After autoradiography, the
membranes were stripped and probed with a maize 28S rRNA clone (rRNA). End,
endosperm (20 DAP in Coix and 25 DAP in maize); Emb, embryo (20 DAP in Coix and

25 DAP in maize).

Figure 5. RNA gel blot analysis of DHPS expression in Coix embryos and endosperms

during seed development. Total RNA was analyzed as described in Figure 4. End,
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endosperm; Emb, embryo. Numbers indicate DAP.

]

Figure 6. RNA gel blot analysis of DHPS expression in maize embryos and
endosperms during the development of normal and opaque2 kernels. Total RNA from
both genotypes were analyzed simultaneously as described in Figure 4. Seed, whole

kernel; End, endosperm; Emb, embryo. Numbers indicate DAP.
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gggaagtcaaccagtagtttatctgttttttttagagcagtaaggaatggaaagcggattatgtgaagcataataacacatecgece
acactgggggaagtcaaccaatagtttatctgttttttttagagacccagttactagaacgcgcgcacacatactacecttatga
agttatgagcacctccaaaaaaccgagttggaccaacaaatcttgagattgacgaaatcaccacatagatctacgaaaatgcgaa
cactcgtgtcaagtcgaggacttaaacccgggtttggecatattctaccacaagggacctaaccagectgagcectacgcttagttgagg
gtgagagcatctccaacggttttgcaaataacctttgecattcttgtttttgecaaaaaggctaaaaatctaccatccaacggtet
ggcaaatgagcttggcatttttagcaacttggcaaatactgggtgatatttgecatatatgccaagececgeggttcgettgeaattyg
ccectgegtgetacteocgegggatatttacctetcgegegeacaattttttagttttgeccaagtctaaatgecaaaaccattggag
attttttacctttgccataataatttgagagttggcaaataccatattttgccaaacaaaaaatgcaaaaccgttqgaq
ttgctctgagaaacaatagtttatcegectggataatgttgeccggaaccagtagtttaaagagaagatggcegggcetcaaattcte
gattgagctggaatgaccgaagaaggcccaggaggactgacgcctcgaggcccaaggccct
tccctcaaagtctcgaacgaacccectagecgcecgetacacagecgcagaggcattgtctacgtgaactectgtctcaccagecage
cgaccacgccctctecgtgetccggecattccccATGATTTCCCCCCGGATGACGACGAATCTCCTCCCGGCTCGGACGATCTCC
M I S P R M TTNUILTULUPAIRTTI S
CTTGTCTCAAATGGCGGCGCAGCGACGGCGAGCCCCTCTTCTCCCTCGGTGGCCGCACGGCCACGGCGACCCTCTTCAGGGtatyg
L V 8 NG G A A TA A S P S S P SV AARUZPURIRUPS 8 G
tatcactatcacgggtctcgttcccatctactcttttectgaatgeggettettatecgtttcatattecegtgttettgeaattat
cgattggatttcatctcaccatgtatgatatcttagtcgtgtcaaatttgtcecgtgettttgttcagtcaaatatggtcaaaccga
tggcgacagtacattttctttcectttggaaagatatactttttcgaacgtttgaattggtgaccgaagatacatgaatctaggac
taatgggcagtggtggacctaggattttatcacaggatatgeccggacaattttttttatataagtcgataaaatcatattcegat
ttggtaaaatcacgtgcattaaataacatggtaaactttaaattcaaagattaagctaaagactgcggcaaaaaacgatataaat
agtttaaataaaatataaatagttggaaatataaccataaaattaaaggatgaagtatattattatttgtacttaattttagagg
acacaagaaaatgaaattttaagatggtttctatattgctattaataagtgataataaaatgaataccaaaattatatcatatat
atagttattaatattgagaggggataacaaataaaaattaaaaactactgcaaacagtggaaaatggaaaaataagaatctaaag
ctactccgaaacagtggaaaaagaaaaaataagaataagaatcaaaataatgcaacacctgagaatggaacttgcaatctattge
ttactaattcaaagggctttaacattgtgggaagaagctgatagctatgagtgecaactttttttatctaaaggaaaaatataact
aagtgttaagtacacgactgccccacaggatatgttgtggaccaccgeccatactetgtgggtcgeccetgectaatagtggggaga
attcattgtgtccatctcttcttcagtatctetgtacttegectacaattttgcaaggagttgeccatgaatttttatttcactta
ccattctgcaatcatccttgcecttccaaactcattggtacttgtgcagGACTGGCAGAGGGAAGGTTTCTGCCATCACTCTAGATG
T 6 R G KV s A I TULD
ATTATCTTCCAATGCGAAGTACTGAAGTGAAGAACCGgtaacttgtttatttctaaaagaacgctgacaataatttatctgtatt
DY L P MR S TE V KN R
tttggtagtgaagaaccggtaacttgtttatttctaaaagaacgctgacaataatttatctgtatttttggtagcatttttaatce
ttatgccactgaacaagatgtgagttttgttgatcgcttgtgtaccttagattgtactgaatactaatcaaactttttttttett
atcttagccctcatatttctgaaatgttattgaaaattaatacacactgggaaaaaaatccattttagacageccatcgettggat
attggagccagcectttceccatatccaaattecttgtagcaacgatgtaattgateccttgttgettagataagecttggttgaaga
catagctagcttgaaatgatttaatggectcgtttaggetttagatactgecagacatgectaggcgtatggtaagttaagtettgg
gctggaagaatcatttactcaatagagtaacataatatgetgttattttcgttaagctaacctgtgaaactttectaattatgtt
aaatcagaaattgtttctaggattacaaacaccgcagctagaaaaaactagtcagaaagtaaaatgtgaattgetttatctggaa
gataagaatatcaataaatatatgcttggttattaaatgacacttgtagtgctatttgaagtttgttcttcettaatgaacgatcce
tgtacattctttggtaactgcagttggtagctcagtagtcaagtgcatcttactgtttctcacaagtatttgaaggttttgattt
gagttatcttctgcgttggtctgatcttectctgtctgagatacagAACATCAACAGATGACATCACAAGTCTGAGATTAATCAC
T $ T DD I TS SULURUILTIT
AGCTGTCAAAACCCCCTATTTGCCTGATGGAAGAT TCGATCTGGAAGCATATGATTCTCTCATAAACATGCAGATAGAGGGT GGT
AV KT P YL PDGIRUPFDULEA AYUDSULTINMMQTITEG G
GCTGAAGGTGTAATAGT TGGAGGAACAACAGGAGAGGGT CACCTCATGAGCTGGGATGAACATATCATGCTCATTGGGCATACTG
A E GV I VGGG TT GE G HILMSWDEUHTIMMLTIGT HT
TGAACTGCTTTGGCTCTAGAATTAAAGTGATAGGCAACACAGGAARGTAACTCAACCAGAGAAGCTGT TCACGCAACAGAGCAGGG
V NCF G S R I KV I GNTG SNSTR REA AVHATTEZQG
ATTTGCTGTTGGCATGCATGCAGCTCTCCACATCAATCCTTACTATGGGAAGACCTCAACTGAAGGAATGATTTCTCATTTTGAG
F AV GMHAATLUHTINUPY Y G KT S TETGMTISHF E
TCTGTCCTCCCAATGGGTCCGACCATCATCTACAACGTGCCATCCAGGAGTGCCCAGGATATCCCTCCTGAAGTTATTGTAGCAA
S VL PMG P TTI I ¥ NV P SR S AQDTIU®PUPTEUVTI VA
TTTCAGGCTATATAAACATGGCAGGTGTCAAGGAATGCATTGGGCACGAGAGGATCAAGCACTATGCTGACAARGGTATAACAAT
I $ 6 Y I NMAGVYV I KUETCTIGHEU RTII KU HYADIKTGTITTI
TTGGAGCGGTAATGACGACGARATGCCATGATTCTAGGTGGAARATATGGTGCTACTGGAGTAATTTCTGT TACTAGCAACCTTGTT
W 8 G NDDEGCHD SR RWI KYGA AT GV I S VTS NILUV
CCTGGGCTCATGCACAGCCTCATGTACAAAGGCGAGAACGCGGTGCTGAAAGAGAAGCTGCTGCCCCTGATGAAATGGTTGTTCT
P G LMHSILMYKGENA AVULI KEI KTILTLUZ®PILMIE KUWLTF
GCCAACCARATCCGATTGCTCTCAACACTGCTCTGGCTCAGCTCGGCGTGGCAAGGCCTGTCTTCAGACTGCCATATGTTCCACT
C Q P NP I ALNTA AL AUGQULGVARUPVF FIRILU®PYVPL
TCCTCTTGAAAAGAGGGCCGAGTTCGTCCGGATTGTTGAGGCTAT TGGACGGGAGAAT T TTGTGGGACAGAAAGAGACCCGAGTT
P L E KRAEUVFVRTIVEA ATIGRENTPFVGOQI KTETTRYV
CTCGATGATGACGATTTCGTGTTGATCAGTAGGTACTAGgaagtgtgtattttggtaataaaactgtagtttgtaccttgegtt
L DD DDV F VL I SR Y -
tacagacttcgttctgttcatcgctegtttttatctacctattaaattaatggecctagectgecattgtataatgtatttategt
ttatagtttaatgacattgaattgacctaggtacatgaaaaaaattaat
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DISCUSSAO* E PERSPECTIVAS

»

A comparacéo das sequéncias de aminoacidos deduzidas de DHPS de plantas
revelou que as proteinas de milho e Coix apresentaram a maior identidade entre todas,
o que nao surpreende tendo em vista a maior proximidade filogenética entre as duas
espécies (Clayton, 1973; 1983; Jain e Benerjee, 1974). Esta alta identidade refletiu-se
consistentemente na estrutura do locus DapA e na abundancia e padrao de distribuigéo
dos transcritos que codificam a enzima.

O sequenciamento do gene da DHPS de Coix revelou a existéncia no seu
promotor de uma sequéncia de DNA semelhante aquela encontrada em genes de
levedura as quais liga-se o fator de transcrigdo GCN4 e também encontrada no
promotor do gene que codifica a AK/HSD de Arabidopsis (Ghislain et al., 1994). Ainda,
a sequéncia encontrada no gene de DHPS de Coix € muito similar a sequéncia a qual
GCN4 liga-se no gene his3 de levedura (Hill et al., 1986). Estas constatagbes sdo muito
convidativas diante da atual concep¢do de regulagdo transcricional de genes que
codificam proteinas relacionadas ao metabolismo de nitrogénio em plantas.

Muller e Knudsen (1993) sugeriram a existéncia de uma familia de fatores de
transcrigcdo funcionalmente homologos que ligariam a motivos “GCN4-like”, contendo
sequéncias similares a TGACTC, desta forma mediando a resposta ao nitrogénio em
plantas. Foi constatada que uma relagdo extensa de genes de plantas possuem tais
elementos, em diversos graus de similaridade e muitos com comprovada atividade no
controle da expressao génica (Miller e Knudsen, 1993).

Um candidato pertencente a esta familia € a proteina Opaco2 de milho, que liga-
se a um elemento TGACTC em levedura (Mauri et al., 1993) e é capaz de regular
diversos genes de plantas através de elementos “GCN4-like”. Entre estes genes
constam aqueles que codificam uma a-coixina (Yunes et al., 1994), uma glutenina de
baixo peso molecular (Holsworth et al, 1995), a ortofosfato diquinase citosodlica
(Maddaloni et al., 1996) e uma lectina de ervilha (de Pater et al., 1994).

*Uma vez que os resultados experimentais estdo discutidos na segdo pertinente do manuscrito, aqui séo

abordados aspectos mais gerais



52

Diante dis.to e do maior teor de lisina do mutante opaco2 (Mertz et al., 1964),
levantamos como hipotese a possibilidade do mutante opaco2 apresentar significativas
alteragées na expressdo do gene da DHPS e da sequéncia “GCN4-like” presente no
promotor deste ser funcional em relég:éo a proteina Opaco2. Contudo, os resultados
indicam que nenhuma das suposi¢des é verdadeira, uma vez que observamos apenas
uma pequena diminuigao da transcrigdo do gene em endospermas opaco2 e a auséncia
de ligagédo da O2 a sequéncia TGACTC do gene DapA de Coix.

Estas observagdes sugerem que um dos fatores fundamentais para o maior teor
de lisina no mutante opaco2 parece ser o seu diminuido catabolismo deste aminoacido,
como ja previamente caracterizado (Sodek e Wilson, 1970; Arruda e da Silva, 1979b;
1983; Brochetto-Braga et al., 1992), ao invés de maior sintese.

Recentemente, Miiller et al. (1997) demonstraram que os genes das a-zeinas de
22 kD e b-32 respondem positivamente a estimulos hormonais e de nutricao
nitrogenada em cultura de endosperma opaco2 in vitro. Além disso, a resposta positiva
do promotor da a-zeina de 22 kD a suplementagdo com aminoacidos € mediada por
elementos in cis reconhecidos pela 02 no endosperma normal. Portanto,
presumivelmente, um fator adicional com propriedades similares aquelas observadas
em O2 é responsavel por tais respostas, o que explica o aumento da transcrigdo em
resposta ao nitrogénio, mesmo no endosperma mutante, de genes normalmente
regulados pela O2.

Apesar do sitio “GCN4-like” no gene DapA de Coix néo ter sua funcionalidade
comprovada, & possivel que no endosperma de milho outros fatores de regulagao
transcricional, como os aventados acima, possam fazé-lo. Também os genes que
codificam as enzimas biossintéticas da familia do aspartato sdo expressos de maneira
muito variavel, porém quase constitutiva, em diversos tecidos de plantas (Samach et al.,
1991: 1995; Zhu-Shimoni et al., 1997; este estudo). Portanto, fatores de transcricao
diversos presentes nestes varios tecidos, mas possivelmente relacionados
estruturaimente e regulados por estimulos comuns, devem ter papel importante na
regulagao de tais genes.

Com a disponibilidade de um clone genémico codificando DHPS de plantas,
~abre-se a possibilidade da dissecagdo dos mecanismos que controlam a sua regulagéo
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a nivel transcricic;nal, abordagem ainda incipiente em se tratando da via de sintese dos
aminoacidos da familia do aspartato. De fato, dentre as principais enzimas relacionadas
a biossintese de lisina, somente um gene que codifica a AK/HSD foi caracterizado e
funcionalmente analizado em dicotiledéneas (Ghislain et al., 1994, Zhu-Shimoni et al.,
1997). Contudo, esta analise realizada até o presente n&o definiu os elementos in cis
relacionados ao controle de sua expressdo, tampouco ativadores transcricionais que
interagiriam com estes. Ademais, permanecem ainda por ser caracterizados estimulos
ambientais envolvidos com a expressdo destes genes, bem como o padrao de
localizagédo in situ de seus mMRNAs e proteinas, 0 que deve acontecer nos préximos

anos.
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CONCLUSOES

»

(i) Foram sequenciados 4,2 kb de um clone genémico do gene DapA que
codifica a enzima DHPS de Coix lacryma-jobi, constituindo a primeira caracterizagéo ce
um clone gendmico deste gene em plantas. Esta sequéncia contém toda a regiao
estrutural do gene além de 969 e 183 pb das regides flanqueadoras 5 e 3,
respectivamente. A regido estrutural do gene contém 3.062 pb e é interrompida por dois
introns de 1.072 e 859 pb.

(ii) A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos
do gene revela uma alta identidade com sequéncias deduzidas de DHPS de outras

plantas, em especial as de trigo e milho.

(iii) Na regidao flanqueadora 5 do gene DapA de Coix foram identificados
possiveis sinal “cap”, TATA “box” e um elemento similar ao sitio de ligagao do fator de
transcricido de levedura GCN4, respectivamente a 138, 177 e 372 pb do inicio de
traducéo. Este Ultimo esta presente também no gene que codifica a enzima AK/HSD de
Arabidopsis e atua na regulagdo da transcrigdo de diversos genes de plantas. Na regi&o
flanqueadora 3’, um possivel sinal de poliadenilagédo & encontrado a 19 pb do codon de

terminagao.

(iv) A estrutura do gene DapA parece ser bastante conservada em
monocotiledéneas. Além disso, 0 gene parece estar presente em copias unicas em Coix

e milho mas nao em sorgo.

(v) O padrao de expressao do gene DapA é similar em Coix e milho. O gene &
transcricionalmente mais ativo em coleoptiles, embrides e endospermas imaturos e
raizes, em ordem decrescente. Sua atividade &€ muito reduzida em laminas de folhas
jovens. Nos tecidos vegetativos, sua expressdo ndo € muito reduzida na auséncia de

luz.
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(vi) No mutante de endosperma de milho opaco2, rico em lisina, a expressao do
gene é apenas levemente diminuida. A proteina Opaco2 muito provavelmente ndo é
responsavel direta pela regulagéo da expressao do gene DapA de Coix.
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