UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
UNICAMP

i O

?

JINSTITUTG DE BIOLOGIA

ESTUDO SOBRE A ENZIMA LISINA a-CETOGLUTARATO
'REDUTASE NO MILHO

Coti 2 o Au}r+<mfamAnZL o -ﬂfﬂélf%b% ol alo. AL ¢
fﬂgh_ @g;f;ZZEiii, Toabel C3w4i%ﬁ41 Liﬁz%f.E~65Lf31k&ﬁ&k.7FéQgL (EQMZAJ
| o 10/osf56 o

~ 1ZABEL CRISTINA LEITE
ORIENTADOR! PROF. DR. LADASLAV SODEK

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia—UI\'TICA}iP, para a obtengao
do Titulo de DOUTOR EM CIENCIAS.

CAMPINAS-SP,
1988

ol
2y



AGRADECIMENTOS

Ao Dr. LADASLAV SODEK, pela orientagao precisa e segura,
pela compreensac e amizade a nds dedicada, o que foi fundamental

para o cumprimento dessa etapa tao importante da nossa carreira.

A0 Dr. PAULO ARRUDA, pela'colaboragéo prestada durante ©
desenvolvimento do presente trabalho, orientagdo e cessao do labo

ratério e de material,

Ao DEPARTAMENTO DE FISiOLOGI& VEGETAL da Universidade Es
tadual de Campinas pela oportunidade que’tivemos de nos ‘formamos .

humana e profissionalmente,

Ao DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA APLICADA A AGROPECUARIA por
ter permitido o nosso afastamento, e pelo apoio em todos os momen

tos.

P

Vegetal e do Barracdo de Genética, pela agradivel convivéncia e

apoio constante que muito nos ajudaram no desenvolvimento do pre

e

sente trabalho.

A COORDENAGCAO DO APERFEIGCOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SU
PERIOR - CAPES por nos ter concedido Bolsa através do seu Progra

‘ma Institucional de Capacitacao de Docente - P.I.C.D.

A REGINA CELIA BRANDAO MACHADO e MARIA RENATA MIGLINO pe

la amizade e pelo esmero nos servigos de datilografia.



INDICE

l'. INTRODUC—KO. E REVISKO DE LITERATURA LB S T I R B B T R N ) "Q .-. -

1.1. Importancia nutricional do milho ....ieeivicerannnas

1.2, Natureza do aumento de lisina no milho opaco-2 ...

1.3. Proteinas de reserva do milhOo ..viuuvensnoncnnanns .

1.4. Transporte e metabolismo de nitrogénio ...........

1.5. Biossintese de lisina f e rrressaeareasansenneanns

1.6. Catabolismo de 1iSina ..vesesscerssecssacecss ceen

117- Objetivos I..I.'I.".-.-I'O'Q'.'."O;...";.‘.OiOIQII

2. MATERTIAL E METODOS ...cvucicenvnsnsnsortnsacnoannns cone

2.1. Material Vegetal e Condigoes de Cultivo ..........

2.2. MEtodos AnaliticCoS ...iieieernentasvsvsosessscannns

2.2.1. Preparo .dos extratos € ensaios .....esceees

2.2.2. Preéenga'de inibidorés.enaéééhoémaamiKRu;:;m.

2.2.3. Fracionamento de proteinas .......cieeveeen

2.2.4. Dosagem de proteina T

2.2.4.1. Digestao das amostras (Micro~Kjel
dahl) '

2.2.,4.2, Colorimetria

S A 3 B S S B S E YL RSN ET AR YRGS S sEEN

L N B B B A N A I R B R I O L B N I O

3. RESULTADOS .'I‘.0.DO.'.O‘.U.".OODDIQQQIOO....l"....'l'

3.1, Caracterizacao da lisina-cetoglutarato redutase

{LKR} em milho normal ......

3.2. Otimizagao do enSaio .t.iuiuiesesneosseansvresnnaronnesn

[ A A N R N B R Y B N

a., Oxidagao nao especifica do NADPH .....ieevenncns

b. Tempo de reacao

LR A A A N T B R N B N LN N I B ]

‘Pagina

10
12
15

19

20
20
22
22

23

25

25

27

29

29
30
30

31

23 e




-

c- Quantidade de enzjnma LR R I N N N IR B N A A I N R R N B B N B I B

d. Especificidade da €nzZima .veeeesssssssovsnsnsssa

3.3, Atividade da LKR em plantulas ....eeessesnceonvoens

3.5.

3.3.1. Atividade da LKR em plantulas de milho nor
1=
3.3.2..Atividade da LKR em'plénﬁulas de milho opa
_ co—2 ...e........:.. ..... .............,l;...
3.3.3. Atividade da LKR em pléantulas de milho '.nog
- mal germinadas em meio contendo diferentes
conééntragBes de 1lisina ...i.eveieineanann cee

3.3.4. Atividade dé LKR em plénﬁulas delmilho, usan
| do NADH como doadof de eletrons ............

Presenga de inibidores endbgenos da LKR em  pléantu

las L N L T N B R B T I N N R N A A N B A I B N B R A O O RN B B R A N S

Pagina

31

33

35

35

35

36

37

38

Presenca de inibidores enddgenos da LKR em endosper

- ma demilho Gpacomz T I T T

Padrio de atividade da LKR em endosperma de milho

durante © desSenvOlvVimMEDNEO ...eeeeceesceacacnnssnnscs

Fracionamento de proteIna .....veveeeeeesesocnancns

DISCUSSED +veeevesesnseneneesnsesaeeassesssasoeosasasaens

RESUMO ..t..0'."..'..UQ‘....'.'.IQl.'.'t..'.o.ﬂ“l.."l-

SUMMARY L N L A T I T I A N I B S N S A A A A S S B S R B B B R B I N B

LITERATURACITADA LI I A R N I O B 2R B B R R I R R R N N I N R I N L B O L L B B B

41

42

49

56

58

60




LISTA DE TABELAS

Tabela ‘ : : Pagina
1 Composigdo de aminodcidos de proteinas do embriao
e endosperma de milho (SODEK, 1973) ...icievvecann 2
2 Classificagdo, quantidade e teor de lisina da
proteina do endosperma de milho (SODEK, 1973) ... 4.
3  Condi¢oes climaticas paraMCampiﬁas (lat. 22954's,

long. 47°5'W), no verdo 1983-1984 (dados forneci
dos pelo IAC) ciiiveeeanrcnsvssncssnascnctonsanes 21
4 - Oxidagao de NADPH por extrato de endosperma  ima
turo de milho normal na presenga-e na aﬁséncia de
lisina e a—cetoglutaréto ;......,.;...;;........; 30
5 Taxa de oxidacdo de NADPH em ensaios de lisina.cg.
toglutarato redutase com extratos de endosperma i
maturc de milho normal, crus e dessalinizados' em
_coluna de _Sep_hajd;ex...GfZS_ sevaseses 031
6 Comparagao de NADPH e NADH como doadores de ele
trons da enzima lisina cetoglutarato redutase, u

tilizando-se extrato de endosperma imaturo de mi

lho normal .....;. ....... P P 33
7 Atividade da lisina cetoglutarato redutase para

diferentes tecidos vegetais, aocs 4 dias'....,....l 36
8 Taxa de oxidacao de NADPH em ensaios de LKR  com

extratos‘&e plantulas de milho opaco-2, aos dias. 37
9 | Comparagao de NADPH e NADH como doadores de elé

trons da enzima LKR extraida de plantulas de mi

lho, feijao e soja, aosS 5 Qi8S .oeeevesrssseannns 38



Tabela : ) . Pégina

10 Efeito da mistura de extratos de endosperma imatu
ro e de plantulas de milho na atividade da IXR .. 40
1l Efeito da mistura de extratos de endosperma imatu

ro de milho normal e opaco-2 sobre a atividade da

LKR ATE A B B B ® ¥ E T A B E E B B 6 S ST HE R TS ST ARSI TSR 41.




Figura

la

1b

LISTA DE FIGURAS

BiossiIntese da lisina via acido diaminopimélico’
(MOLLER{ 1975) L A I A D BT BN B RE B N B AN AN I N R N L I I A )
Biossintese de lisina via acido aminoadipico

(MOLLER, 1975) +vuvevevnnnnasesnnnnooannnannnnn

Metabolismo de lisina em fungos e mamiferos (Wa
DE et alit, 1980) .uuurenueenronsesnnanannnnnns
Esquema da metodologia utilizada para a  extra
cao da fraééokproteicé contendo a enzima lisina
cetoglutarato redutase .....ceeeaaens cretennans
Esquema da metodologia utilizada para o fracio
namento de proteina .........;........}....,...

Oxidagdao de NADPH (A da absorb. 340nm) aos 15,

30 e 45 min. de incubagao do extrato de endqg

Oxidacgao de NADPH (A da absorb. 340nm/30 min. )

em ensaios com diferentes concentracoes da en

zima, utilizando-se extrato de endosperma imatu

ro de milho Normal ...t veeeereccenccanansnanse

Curva de atividade da lisina cetoglutarato redu

tage ém endosPerma de duas linhagens de milho
(Zea.mays 1..) nas versoes normal e opaco—-2, dos
10 aos 52DAP {(dias apds a polinizagdo) .........
Teor das diferentes fragoes proteicas em  endos
perma de milho, durante o desenvolvimento, para
as linhagens 160 e 1038 nas versoes normal e

opaco-2., Fragao I (albuminas + globulinas} ....

Pagina

13

14

16

24

26

39

34

43

45




Figura _ A ~ Pagina

9 Teor de diferentes fracdes proteicas em enéosgerma

de milho, durante o desenvolvimento, para as ié

nhagens 160 e 1038 nas versdes normal e opaco-2.
Fragso IT (zeina) seeeisvnnsnsssscncnsneesnssancea 46

10 Teor dés diferentes fracgoOes proteicas em endosper

ma de milho, durante o desenvolvimento, para as 1li

nhagens 160 e 1038 nas versdes normal e opaco-2.

Fragdo III (glutelinas) ....eevececsosescoonsnenes 47




1. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1. Importancia nutricional do milho

0 estudo das proteinas de milho, assim como proteinas de

" outros cereais, tem sido grandemente eéstimulado pela importancia

econdmica e nutricional dessa cultura, pois os cereais constituem
a principal fonte de protelina para os animais e para o homem, na
maior parte dd mundo (KAUL, 1973}.

G valor do milho comc uma fonte de alimento & revelado
pela sua composicdo. Ele & rico em todas as trés principais clas
ses de alimento, ou seja: carboidratos (83,0 g/l00g de peso da ma
téria seca de graos), oleo (4,99/100 de peso da matéria seca de
gr3os) e proteinas (10,6g/100g de peso da matéria seca de graos),

de acordo com SODEK (1973). Dos trés principais componentes, SO
mente a proteina & nutricionalmente deficiente. O problema & que
tecidos animais n3o sintetizam certos aminodcidos necessdrios pa
ra a sintese de proteinas, por isso uma ingestao adequada desses

aminoicidos essenciais & necessadria. Quando o milho é a Gnica fon




te de proteina na dieta, o individuo obtém quantidades insuficien
tes_do aminqécido essencial llisiné {(Tabela 1) . Observando a
composicao de aminoacidos das proteinas, do embrido e do endospex
ma, vemos que a proteina do endosperma & responsavel pelo baixo
nivel de lisina no milho. A proteina do endosperma contém apenas
1,7% de lisina, o que estd bem abaixo do valor 4,2% estimado pela
FAO-Food and Agricultural Organization of the United Nations
(1957), referente ao requerimento de lisina para o homem. A  pro
teina do embrido geralmente contém mais lisina que o nivel reque
rido'e & também mais balanceada em aminodcidos essenciais, o que

eleva o valor nutritivo do grao.

TABELA 1 - Composigao de aminodcidos de proteinas do embriao e

endosperma de milho (SODEK, 1973).

Aminoacidos - mol (%)
Endosperma . : Embriao

Lisina ‘ ‘ 1,7 : 6,3
Treoniné | : 3,5 . 4,3
valina ‘ 5,5 | ' 7,2
Metionina 1,7 o 1,2
Isoleucina 3,9 7_ 3,5
Leucina 15,2 7,0
Fenilalanina 4,0 - ' 3,4

Assim, o milho, embora nao seja deficiente em gquantidade
de proteina, o & em qualidade, e um estado de desnutrigac resulta
quando o milho & a dnica fonte de proteina. Isto & particularmen

te notade em criangas em crescimento.




E evidente entao gue o melhoramento da qualidade da érg
teina do milho seria de imenso beneficio.

J3& em 1964, MERTZ ét alii demonstraram qué O gene mutan
te opaco~2 altera consideravelmente a composicgao de  aminoacidos
do endosperma de milho, principalmente com relacgdo & lisina, que
| praticamente dobra. O opaco-2 € um gene recessivo, descoberto por
Singleton & Jones (DALBY & DAVIES, 1967), que manifesta-se fenoti
picamente apenas em estado de homozigose nos niicleos - tripldides
de endosperma de milho, onde elewdé um carater opaco & semente ma
dura; gue geralmente & transliicida.

O benefitcio desta alteragdao de lisina em termos nutriti
vOSs ldgo foi evidenciado por MERTZ et alii (1965). Este grupo vé
rificou gue guando ratos foram alimenta&os com.uma dieta contendo
90% de milho opaco-2 (4,7g de’lisina/lﬁg de N), o ganho médio de
peso em 28 dias fol de 97g, enquanto que para ratos : alimentados
com um hibrido normal (2,8g de.lisina/16g de N) o ganho m&dio de
peso foi 27g. |

0 alto valor ﬁptritivo do milho opaco;z foi confirmado
em seres humanos. Assim, o mesmb tem éido usado coﬁ sucesso  Como
a Gnica fonte de profeina para criangas pré-escolares em vérioé
continentes (MAFFIA et alii, 1976)}. Na'éﬁatemala quase substituiu
o leite para criancas de 2 a 6 anos de idade (BRESSANI, 1966); na
Coldmbia propiciou recupefagéo completa de criancas com severa
desnutrigao proteica (BYRNES, 1969; PRADILLA et ali<, 1975), e na
India foi semelhante ao leite nas respostas clinicas e  bioquimi
cas de criangas recuperando-se de severa desnutrigéo (REDDY & GUP

TA, 1974).
1.2. Natureza do aumento de lisina no milho opaco-2

Descobrir a natureza do aumento em lisina no endosperma

de milho opaco~2 foi o motivo de varios trabalhos nos dez anos




que sucederam a sua descoberta. Estes trabalhos procuravam cons
tatér se ©O gene opaco-2 alterava o cénteﬁdo de lisina de algﬁma
proteina de reserva, ou se élterava a proporgao delproteinas com
diferentes teores de lisina. Para esclarecer esta queétao,‘as pPro
teinas do endosperma eram fracionadas e os teores de lisina de ca
da fragao comparados para milho opaco-2 e normal. Este trabalho
exigiu o aperfeicoamento de t&cnicas de separagao das proteinas,
uma vez que a técnica de OSBORNE (1897f nao permitia a separacao
completa das diferentes classes éé proteinas. De acordo com OSBOR
NE (1897), as protéinas sdo classificadas em fungao da sua  solu
bilidade em diversos solventes (Tabela 2). Pelos dados resumidos
nesta fabela para o endosperma de milho,.pode~se observar que as
principais proteinas s3c as prolaminas fzeinasf e glutelinas, re
presentando cerca de 40 e 35% do N total respectivamenté, enquan
to gue as albuminas e globulinas representam apenas uma pequena
'_ffagﬁo do N total. Estas classes de proteinas apresentam uma com
* posic3o em aminoidcidos bastante caracteristica, notadamente'aﬁzei
na, que mostra uma ausépcia guase total do aminocdc¢ido lisina (Ta

bela 2).

TABELA-2 - Classificagéo, guantidade e teor de lisina da proteina

do endosperma de milho (SODEK, 1973).

Solvente Fragéo % do N total lisina
' ' Normal Opaco-2 (mol%g)
H20 Albuminas 3 5 5,5
NaCl(0,5M} Globulinas 2 4 5,1
Etanol (70%) Prolaminas 490 22 0,1

NaOH{(0,2%) Glutelinas 35 45 - 3,8




Utilizando a técnica de OSBORNE (1897) para extrair as
proﬁeinas do endosperma de milho normal e opaco-2, MOSSE et aliz
(1966) foram os primeiros a demonstrar gue © gene 6paco-2 reduz
drasticamente o nivel de zeina, a proteina deficiente em iisina.
Entretanto, a agao do gene opaco-2 nao ficou totalmente .esclareci
da pois a glutelina do opaco—-2 apresentou um teor de lisina mais
elevado do que-a glutelina extraida de milho normal. Esta discre
pancia na composigao de glutelina foi aﬁribﬁida d ineficiénecia do
métodorpara extréir zeina (DIMLEﬁ, 1966), de forma que em milho
opacoé—-2 a contaminacao da fraggo'de glutelina com zeina foi menor
do éue para milho normal, em funcgao do nivel reduzido de zeina no
endosperma. Posteriormente, PAULIS et alii (1969) purificaram'glg
telina extraida de milho normal e opac0m2 e coﬁstataram gue a prg'
teina das duas fontes apresentava uma cpmposigao em aminoacidos
praticamente igual,

Com o aperfeigoamento-das técnicas de extragao das  pro
teinas dp‘milho (MOUREAUX & LANDRY, 1968), foi possivel constataf
gue a composigﬁorem aminoécidos de todas as clésses de  proteina
extraidas do endosperma de milhé normél e opaco-2 €& bastante pare
cida (SODEK & WILSON, 1971a, MOUREAUX & LANDRY, 1972a, 1972b).Por
tanto, concluiu-se gue o elevado nivel’éé lisina no endosperma de
' milho opaco-2 se devia exclusivamente a alteragbes na - Proporgao
de proteinas com diferentes teores de lisina, principalmente 3 re
dugdo na sintese de zeina. Outros pesquisadores (MISRA et alit,
1972; LODHA et al<i, 1974) também chegaram a esta conclusao. Mu
.fantes de outros cereais como cevada (MUNCK et alzi, 1970; INGVER
SEN et alii, 1973) e sorgo {SINGH & AXTELL, 1973), com elevado
nivel de lisina também apresentaram alteragdes semelhantes nas
proteinas de reserva.

Além do seu efeito sobre as proteinas do endosperma de

milho, o gene opaco~2 altera drasticamente o nivel de aminoacidos




livres (SODEK & WILSON, 197la). Estudando o conteludo de aminoéci
.'.dos'livres de 14 endospermas mutantes de milho e suas combinagdes
duplo-mutantes com opaco-2 ém 4 linhas isogénicas, bem como cer
tas combinacgoes hibridasdessas linhas, MISRA et ali< (1975) veri
ficaram gue en todas as combinacOes estudadas a presenga do éene
6paco—2 aumentou invariavelmente o nivel de aminodcidos | livres.
Verificaram ainda que tanto lisina quanto aminoacidos livres nos
mutantes duplos sio superiores aos mutantes simples .corréspondeg
tes, indicando assim que a introéugéo do gene opaco—Z‘numa grande
variedade de Qenétipos mutantes éiﬁples e normais, tanto . isogéni
cos guanto hipri&Qs, tem um profundo efeito no "pool" metabdlico
de aminodcidos livres no endosperma. Apesar disso, tem sido dada
relativamente pouca Snfase i associac@o da composicio de aminodci
dos livres com a sintese de.proteina nos graos (SODEK &  WILSON,
1971a; BRANDT, 1975). Assim, ARRUDA et‘alii {(1978) ﬁuma tentati
va de correlacionar composicgao de aminoacidos livres e sintese
proteica'ém.endosperma de milho comparando o normal com um duplé
mutante.(sugary-l, opaéo~2) com altq teor de liéina, verificaram
que o conteﬁ@o de zeina apresentou sufpreendentes diferengas nos
dois genétipos,:sendo 7,7 e 6,0 vezes maior no endosperma normal
-aos,24 e 47 dias apds a poliniza¢do, respectivamente. Esta  redu
¢do na sintese de zeina no duplo-mutante foi,associaéé,a um  acil
muloc de aminodcidos li#reé, principalmente alanina, glutamina, é
cido giutémico, asparagina e &cido aspartico, que s3o componentes

importantes da zelina.
1.3. Proteinas de reserva do milho

Durante o desenvolvimento da semente de cereais, as pro
teinas de reserva s3o sintetizadas nas células do endosperma e de
positadas em granulos bem definidos, delimitados por uma membrana

simples e descontinua (ASHTON, 1976) denominados corpisculos pro




teicos (DUVICK, 1961; CHRISTIANSON et aqli?, 1974; KHOO & WOLF,
1970; INGVERSEN, 1975; BURR & BURR, 1977}). Cerca de 95% da protei
na do co;pﬁsculo prdteico & constituida de zeina (RIGHETTI et alli,
1977) . O aparecimento desses corplsculos proteicos coincide com o
inicio da sintese de zeina e a sua taxa mdxima de crescimento es
ta positivamente correlacionada com a maxima taxa de sintese de
zeina (DUVICK, 1961} . Em mutantes ricos em lisina, o numerc e o)
tamanho dos corpisculos proteicos sao drasticamente reduzidos (LEE
et'aiii, 1976; CBRISTIANSON et alii, 1874) ou pratiéamente ausen
tes (WOLF et alii, 1969; BAENZIGER & GLOVER, 1977).
| No milho; a guantidade de proteina por grao comecga aumen
tar rapidamente ceica de 10 a715.dias-ap6s a pqlinizagéo (TSAi et
alii, 1978). A sintese de duas classes de proteinas de reserva;
zefnas e glutelinas, concorre para a maiof'parté do aumento, embo
ra o conteudo de globulinas também auﬁente levemente durante o de
seﬂvoivimgntc do grao. A fragdo albumina contém principalmente
proteinas enzimiticas e aumenta rapidamente até um contedido méxi
- mo, ao redor de 25 dias. apds a polinizagﬁo, mas diminue durante
os estagios finais do desenvolvimento. Muitas das enzimas envolvi
das no métabolismo de carbéidratos, sin}ese de amido, e metabolis
mo de nitrogénio, auméntam a atividadeJantes ou ao mesmo tempo
que.o periocdo de enchimento dos graos (TSAI et dlii, 1970% SODEK
& SILVA, 1977; TSAI et aliZ, 1978). |
As diferentes classes de proteinas do endospérma 530 sin
tetizadas em padrGes diferentes, durante o desenvolvimento da se
mente. De acordo com BRESSANI & CONDE (1961); ‘MURPHY & DALBY
(1971); MOUREAUX & LANDRY (1972a); DALBY & TSAI (1975); ARRUDA
et alii (1978), nos primeiros estigios, entre 10 e 20 dias  apds
a polinizagao, observa-se no endosperma uma grande gquantidade de
albuminas, globulinas e amincacidos livres. Com o desenvolvimento

da semente, as classes proteicas de maior contelido no endosperma




(zeinas e gluteligas) aumentam rapidamente (BRESSANI & CONDE, 1961;
MURPH¥ & DALBY, 1971; SODEK, 1973; DALBY & TSAI, 1974; DALBY &
TSAT, 1975; MISRA et alii, 1975; ARRUDA et alii, 1978;  TSAI et
alii, 1978), sendo que existem‘evidéncias de que essas proteinas
sao0 sinﬁetizgdas %s expensas das proteinas salino soliiveis (BRES
SANI & CONDE, 1961; SODEX & WILSON, 1870; MOUREAUX & LANDRY, 1972).

- As mutagSes no endosperma de milho atuam em geral duran
te o desenvolvimento da semente, alterando os padroes de sintese
de proteinas e aminocacidos ou desamido; No mutante mais estudado,
o opaco-2 éomo ja mencionado, a éuantidade de zeina do endosperma
é dfasticamenﬁe diminuida; enquanto que as albuminas + globulinas
e'priﬂcipalment@ a glutelina & proporcionalmente aumentada (MERTZ
et alit, 1964; JIMENEZ, 1966; MOSSE, 1966; SODEK & WILSON, 197la;
TSAI & DALBY, 1974; DALBY & TSAI,- 1975; _MISRA et alit, 1975; LEE
et aZii, 1976; BAENZIGER & GLOVER, 1977; LODHA et alii, 1977.

No estado de homozigoto tripldide, os mutantes opaco-2,
opaco-7, floury-z e floury-3 também sao carécferizados'por umé
marcante redugéo no coﬁﬁeﬁdo de zeina (varianﬁé de 50 a 80%). Pa
ra o floury-2, como © opaéo—Z, ha gerélmente um aumento nas glute
linas, bém como nas albuminas e globulinas (MERTZ et alii, 1964}
JIMENEZ, 1966; HANSEL et alii, 1973). Péi outro lado, © bpaco—a,
opaco-7 e floury-3, enguanto reduzem o contelido de zeina, causam
umé pegquena redugido naé giutalinas (MA & NELSON, 1975).

Muito pouco & conhecido sobre o mecanismo de éupresséo
da sintese de zeina pelo gene opaco-2. Sugeriu-se gque a maior ati
vidade da ribonuclease no endosperma de graos de milho opaco-2 em
deseﬁvolvimento, comparada com a do milho normal pode ser respon
savel pelo desaparecimento completo do RNA do endosperma durante
o penfiltimo estigio de maturacgdo do grdo. O aclimulo de zelna no
opaco-2 ocorre somente durante as primeiras duas ou trésr semanas

apds a polinizag¢ao, enquanto no normal continua por um periodo




muito mais longo (MEHTA et gli<, 1973).
A zeina & geralmente extraida de endosperma de milho por

solventes alcdolicos. Entretanto, apds a extracido alcdolica, gquan

tidades varidveis de zeina permanecem na fracdo glutelina. Esta
zeina residual, chamada zeina-2 ou G-1 por diferentes . autores
(LANDRY & MOUREAUX, 1970; SODEK & WILSON, 197la; LEE et alii,

1976), pode ser solubilizada por solventes alcdolicos com redugao
prévia das pontes S-S5 com 2~mercaptoeténol.

Demonstrou-se que a zeiﬁa & constituida por uma classe
de macromoléculas heterogéneas em tamanho e carga (SOAVE et al<i,
1975; GIANAZZA et aqlii, 1976; LEE et alii, 1976; TIGHETTI et alii,
1977); Do ponto de vista de massa, as zeinas SEQ resolvidas pof
eletroforese em SDS essencialmente em qﬁatro cédeias_de polipepti
deos:_23.000 (2.23); 21.000 (Z.Zlf; 13.500-(2.13,5) e 9.600 dal
tons (%Z.9,6). As bandas mais pesadas sao sempre os mais abundag.
tes polipeptideos (mais que 70% do total), de acordo com GIANAZZA
et alii {1976). Do ponto dé vista de carga, as zeinas parecem coﬁ
. pletamente heterogéneaé por focalizagao isoeléﬁrica (IEF) e sao
resolvidas em no minimo 15 componenteé isoelétricos entre pH 5 e
9 (SOAVE et alii, 1975; GIANAZZA et alii, 1976).

O padrao de aclmulo de zeina éh)endosperma de milho du
rante o© deéenvolvimeﬁto pode ser expresso de dois modos. Em rela
Cao ao peso seco nao hé aéarentemente nenhum aumento na zeina a
partir de 30 dias apds a polinizagao, nem no endosperma | normal,
nem nas suas sublinhagens mutantes. Entretanto, quando as altera
coes na zelna sdo relacionadas ao grao individual, o aumento de
zeiné nas linhagens normais continua até muito mais tarde no de
senvolvimento, embora os mutantes mostrem pouco ou nenhum aumento
na zeina apds 30 dias (TSAI & DALBY, 1974).

DI FONZO et alii (1977), estudando a cinética de actumulo

de proteina total, albuminas + globulinas (A + G), zeinas (Z1 e




10

Z22) e glutelinas (GZ e G3), durante o desenvolvimento do endosper
ma de milho normal, opaco~2;e floury-2, observaram que os mutan
tes afetaram drasticamente a guantidade da fracao 2zl e que a fra
Gao %2 nao foi inibida pelos alelos mutantes. Também, de  acordo
com os resultados obtidos por SODEK & WILSON (1971a), a zeina-1
foi grandemente diminuida, engquanto zeina-2 foi muito menos afeta
da pelo gene opaco-2. A mutagao opaco-2 também teve apenas um pe
gueno efeitb na quantidade de zeina édicibnal {(equivalente a zei
ina42) extralida por alcool quénte (MOSSE, 1966) ou pela inclusao
de acetato de sbdio ao alcool (PAULIS et alit, 196§).

O modo como o géne opaco—2 opera & deséonheci&o, mas pa
rece pouco provavel que um Unico gene;tantoéﬂﬁJMae;sinux@ de zelm
quanto estimule-a sintese de outras classes de proteinas. Os . au
mentos nas proteinas gue nao zeinas podem ser uma resposta a uﬁ.
aumento nos a@inoécidos dis@oniveis. A extensao da resposta pode

diferir em diferentes linhagens de milho (SODEK & WILSON, 1970).

1.4. Transporte e metabolismo de nitrogénio nas sementes

A origem dos aminoacidos utilizados para a_sintese de
proteinas eﬁ sementes.tornouwse um assunto cujo interesse tem ‘au
mentado nos ﬁltimos.aﬁos; Essencialmente dois mecanismos sao pos
siveis: os aminodcidos chegariam j& prontos via corrente de transg
locagao ou eles seriam sintetizados nas sementes em desenvolvimen
to (SODEK & SILVA, 1977). Os aminoicidos que chegam j& prontos se
originam tanto da hidrdlise de proteinas da folha durante a senes
-céncia como do tecido foliar fotossinteticamente ativo, ou ainda,
da assimilac¢dao do sistema radicular (BEEVERS, 1976). A composigao
de aminoacidos derivada dos tecidos ativos sup5emmée gue seja .de
terminada pelo controle feed-back, enquanto que a dos derivados

de hidrdlise proteica nao o sao (MIFLIN & CHESHIRE, 1974).
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Tanto por causa desse controle guanto por causa da trans
1ocag§o seletiva, 6 namero de aminoécidos trans?ortados no floema
?ara'as sementes em desenvolvimento, esta aparentemente confinado
ao acido aspartico, asparagina, acido glutdmico, glutamina e pos
sivelrﬁente alanina (SCHUMACHER, 1967). Neste aspecto, ARRUDA &
SILVA (1973) reiatam que para o milho os valores encontrados tam
bém_indicam a importincia desses aminodcidos, porém umé maior pre
dominancia da glutamiﬁa (cerca de 40% de N total).

Uma interconversso"maciga de aminoacidos & portanto ne
_cessaria na semente para restabelecer o balancgo.

PATE et alzi (l974) e ATKINS et qlii (1975), estudando
leguminosas, demonstraram gque, aparentementé, todos os aminoéci
dos proteicos estﬁo presentes na corrente de translocagao, embora
em forma desbalanceada, sﬁprindo os frutos em desenvolvimento. ié
to fornece evidéncias para é operagao, ao menos parcial, da alter
nativa que considera que os aminoécidos chegériam ja prontos. Além
disso, mostrou-se que varios aminodcidos sao translcéados e incor
porados completamente intactos ds proteinas de reserva da semente
(LAWRENCE & GRANT, 1964; F;NLAYSON & McCONNELL, 1969; SODEK & WIL
SON, 1970; ATKINS et alzit, 1975). A

| Por outro lado, estudos com ﬁﬁirealizados por ATKINSlet
alit {1975), LEWiS & PATE (1973) e LEWIS-(1975) mostram que o N-
amidé dos dois principais compostos nitrogenados que entram nas
sementes (asparagina e glutamina) é imediatamenée transferido pa
ra o_érupo amino de outros aminoacidos. Isto sugere uma importég
te funcao para a biossintese dos aminodcidos em sementes em desen
volvimento, e realmente BILINSKI & McCONNELL (1957), PATE et aglit
{(1975), SODER (19876), em trabalhos com Cl4,estabeleceram gue as
viés biossintéticas dos aminodcidos proteicos sao ativas em semen

tes em desenvolvimento.




1.5. Biossintese de lisina

Existem duas vias distintas da biossintese de lisina na
, naturéza: a via do acido diaminopimélico (DAP) encontrada em plan
tas superiores, élgas, bactérias e aléuns fungos inferiores (Vo
GEL et alii, 1970), e a via do &cido 2-aminoadipico (AAR) e saca
ropina, encontrada em representantes de fungos dos grupos ascomi
cetos, basideomicetos,_ficomicétos, que fogam testados por WADE
et alii (1977). |
. Um esquena das vias biossintéticas mencionadas é apreseg_.
“tado nas Figurés la e 1b. |

Estudos "in vivo" da incorporagac de precursores radio
ativos paré lisina indicam qué plantaé superioreé utilizam a via
metabdlica do diaminopimelato (Vogel, 1965 apud MAZELIS, 1977;MOL,
LER, 1974 . ’ '

Em.estudos realizados por SODEK (1976) sbbre o} destino
dos precursores radioativos da biossintese de lisina,. seguindo
sua inje¢ao direta no endosperma, sao apresentadas evidéncias. de
gque a sintese de lisina e de Outroé aminodcidos proteicos ocorre
no endospermé de milho em desénvol&imento. Semelhantes | evidén
cias forém demonstradas por McCONNELL _ (BILINSKI &—McCONNELL,lQSE
MCCQNNELL, 1969), né endosperma de trigoc em deéevdlvimento, ~se
guindc a injecio de precursores no colmo.

Existem fortes evidéncias, tanto pof marcadores (MOLLER,
1974) guanto enzimiticas (CHESHIRE & MIFLIN, 1975) que a biossig
tese’de‘lisina em plantas superiores segue a via do DAP _(écido
diaminopimélico), e os resultados obtidos por SODEK (1976) demons
tram que a sintese de lisina no endosperma de milho & consistente
com este ponto de vista.

Os resultados obtidos por SODEK (1978}, que evidenciam a

atividade da enzima diaminopimelato descarboxilase em endosperma
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de milho, estdo também de acordo com a hipdtese gque a biossintese
"de lisina em plantas superiores segue a via metabdlica do acido

diaminopimélico (DAP).

1.6. Catabolismo de lisina

Uma diversidade de caminhos metabdlicos existe, nac ape
nas paraia biossintese mas para o catabolismo também. Pelo menos
trés vias catabOlicas tém sido propostas em diferéntes organismos
(?igura 2). A diferenga entre estes trés caminhos estd nos passos
iniqiais até o ihﬁ@rmediério fcido 2-aminoadipico; a partir dai,
a via & Gnica. Quanto ao inicio do caminho, em animais, aé evidén
cias apontam para o caminho eﬁvolvendo a'sacaropina como intérmg
didria (FELLOWS & LEWIS, 1973). Para alguns fungos, GUENGERICH &k
BRCQUIST (1976) descreveram uma via envolvéndo‘é 6-N~acetil ~1lisi
na. De acordo com ROTHSTEIN & MILLER (1954) e . SCHWEET et ali<
(1955), outros fungos utilizam acido 6-amino-2-oxicaprdico no cg
tabolismo de lisina. Para complicar ainda maié a situégéo em‘ fun
. gos, WADE et &Zii (1980) sugeriram uma outra via envolvendo saca
ropina, ou seja, o caminho inverso da via biossintética de lisina
em fungos. Além dos‘trés caminhos indicados na Figura 2, podem e
xistir outros em fungao_&a presenca, em diversas baﬁtérias, de
oxigenases de lisina {(HAYAISHI, 1966; TAKEDA & HAYAISHI, 1966) e
de outras enzimas (STADTMAN, 1973) que levem 3 degradacao de lisi
na.

Estudos sobre o catabolismo de lisina em plantas superio
res tém sido raros. A transformacao de lisina em alcaldides &€ co
nhecida {(GUPTA & SPENSER, 1969%; LEISTNER et alii, 1973), porém is
t0 ocorre apenas em numerc bastante limitado de plantas e, além
do mais, o carbono e o nitrogénio, neste caso, nao sao reciclados-

para o metabolismo intermedidrio., Trabalhos com Phaseolus  vulga
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rig (LOWY, 1953; GROBBELAAR & STEﬁARD, 1953) apontam um caminho
catabdlico para lisina no gual figura &acido pipecdlico como inter
medidrio chave, E conhecido que leguminosas (MEISTER et al<i 1957)
sdo capazes de formar dcido pipecdlico a partir de acido al—pipg
ridina~2-carboxilico (ver Figura 2). Entretanto, acido pipecdlico
e seus derivados parecem ser mais produtos do que intermediarios
do metabb;ismo de lisipa, uma vez gue sao acumulados em legumino
sas em geral (GROBBELLAR et ali<, 1954).

| - Talvez o unico trabalho que fornece evidéncias mais cla
ras quanté 4 natureza da via catabdlica de lisina em plantas & 6
de MOLLER (1976a). Neste trabalho, feito com pl3ntulas de cevada
incubadas com diversos compostos méréadbs,'as'evidéncias apontam
para um caminho envolvendb a sacaropina como intermedidrio (ver
-Figura 2) . No mesmo trabalho fofém apresgntadas evidéncias contra
o envolvimento do &cido pipecdlico no processo.

No caso dé milho, especificamente no endosperma em desen
volvimento, ha evidéncias de gue ocorre inéenso cétabolismo de
lisiné, embora sem cénhecimento do caminho envolvido. Foi observa
do por SODEK & WILSCN (1970) diferenga na marcagao dos ‘amino&ci
dos. em endospermas de milho normal e opaco-2 com plantas onde os
graos normal e opaco-2 desenvolveram—seﬂna mesma éspiga, e cons
“tataram gque © sitié de conversao de lisina estava nos graos n6£
mais. Ainda, os embricdes dos graos normais'apresentaraﬁ pouca mar
EaQEO do acido glutamico e prolina (produtos do catabolismo de 1i
sina), sugerindo gque o endosperma & mesmo o sitio de conversao de
lisina.

Os resultados encontrados por SODEK & WILSON (1870), SIQ
VA & ARRUDA {(1579), HADZI-TASKOVIC SU’KALOVIC (1984}, em milho 5]
por BRANDT (1975) em cevada, indicam que o catabolismo de 1lisina
& maior no endosperma ndfmal do gque no mutante com alta  lisina.

Conclui-se assim que a taxa de conversao . .de lisina pode ser um
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mecanismo importante para o éontrole do nivel de lisina no endos
-permé.de milho.

Como no endosperma opaco-2 o catabolismo ée lisina foi
demonstrado ser menor do gue no endosperma normal, e a sintese de
zeina (broteina com praticamente nenhuma lisina) também & menor
no opaco-2, pode-se pehsar numa associagdo entre a baixa sintese
de zeina e o baixo catabolismo de lisina, aminodcido que seria
utilizado para a sintese de outras.protéinas de reserva.

Recentemente, ARRUDA ef'alii (1982) caractarizaram uma
enzima gue converte lisina a sacaiopina, a qual pode éer O primei
ro §asso no catabolismo de lisina em endosperma de milho. A enzi
ma chamada lisina éetdglutarato redutase -(LKR), cataliza a seguin
te reagao:

LYS + GKG + NADPH ~ SACAROPINA + NADP"

£ uma enzima éue foi caracterizada em tecidos humqnos e

animai‘s (HU.TZLER & DANCIS, 1968; HUTZLER & DANCIS, 19?0; FELLOWS,.
1973) onde parece catalizar o primeiro passo dé catabolismo de 1i
"sina (FELLOWS & LEWIS, i973). A feagso‘inversa é catalizada pela
sacaropiﬁa desidrogenase, em presenga de NAD e & consideradé o
passo final da biossintese de lisina (SAUDERS & BROQUIST, _ 1966;
GAII.LLARDIN et alii, 1979; HANK_E & HILGENBERG; 1979; WADE et alit,
11980). Assim, em algﬁns 6rganismos a sacaropina € um  intermedii
rio da biossintese de lisina, enguanto em outros ela parece estar
envolvida na degradagao do referido aminoacido.

Demonstrou-se gque a LKR & especifica pafa os substratos
lisina e a-cetoglutarato. Isto porgue varios aminodcidos, inclusi
ve de estruturas estreitamente relacionadas, assim como a D-1lisi
na € L-ornitina, nao substituiram L-lisina, nem oxaioacetato ou
piruvato substituiram a—cetoglutarato (ARRUDA et al<i, 1982). Dg'
monstrou~se também gue NADH nao substitui NADPH como doadér de

elétrons, © gue também foi encontrado por HUTZLER & DANCIS (1968)
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para a enzima de figado humano.

Para confirmar que a atiVidade medida era realmente a
LKR, ARRUDA et alii (1982) demonstraram a formagio de sacaropiné
‘nO‘ensaio por cromatografia gas-ligquida e por cromatografia em
camada fina. Além disso, sugeriram que a medida da oxidacgao de
NADPH dependente de lisina e o-cetoglutarato & uma estimativa ra
zodvel da atividade de LKR. .

De acordo com 0s resultados obtidos por ARRUDA & SILVA
'(1983); HADZI-TASKOVIC SUKALOVIC (1984) , a atividade da enzima au
menta-apés o inicio do desenvolvimento da semente, étinge um pico‘
no estagio fariniceo e decresce depois disso, com a maturidade da
semente. Constatou-se que o aumento na atividade-de LKR coincide
com a intensificagao do processo metabdlico do grao para a sinte
se de ﬁ:éteinas de resarv#.

Demonstroumée que 6 gene opacé~2 em endosperma de milho
leva a um_decééscimo na atiwvidade da LKR (SILVA & ARRUDA, "1979;
HADZI-TASKOVIC SURALOVIC (1984}). Isto parece estar de.acordo com
o maior nivel de lisiné‘nos endospermas opaco-2, uma vez Jque esta

enzima esta envolvida no catabolismo de lisina.

1.7. Objetivos

No presente trabalho, o objetivo foi carécierizar a enzi
ma lisina cetbglutarato redutase, bem como determinar a curva de
atividade ao longo do desenvolvimento de endospermas de milho nor
mal e opaco-2, e relacionar os niveis de atividade com a sintese

de proteinas especificas no endosperma.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal e Condicgdes de Cultivo

O presente trabalho foi realizado com milho (Zeé mays L.).
.Utiiizaram—ée duas linhagens: L.160 e’L‘1038; cada uma com as ver
éSes normal e opaco-2, pertencéntes 5 colegao deAgermoplasma do
Departamento de Genética e.Evolugéo da UNICAMP. Essas linhagens

sdo isogénicas, possuindo um minimo de oito ciclos sucessivos de

autofecundagao.
Instalou-se um experimento no campo, utilizando-se as
linhagens mencionadas acima, as quais foram semeadas em doze 1i

nhas de 10m de comprimento, com espagamento de lm entre linhas e
0,40m dentro da linha com duas plantas pot cova, constituindoc um
ensaio em blocos ao acaso, com guatro tratamentos'(linhagens) e
trés fepetig&es;

A semeadura fol feita no més de setembro de 1983 e reali
zaram-se as praticas de cultivo recomendadas para a cultura do mi

lho, ou seja: adubagao & base de NPK (80kg de N, 80kg de P.O

2¥s €




.30kg dé KEO por ha) por ocasido da semeadura; desbaste; adubacgao
| nitfogehada, em cobertura; controle de plantas daninhas e contro
le de pragas. As condigoes climaticas reinantes dugante © desen
volvimento da cultura estao representadas na Tabela 3. Adotou-se
também a pratica da irrigagdo, sempre que a mesma se fez necessa

ria.

TABELA 3 - Condigdes climdticas para Campinas (lat. 22°54's, 1ong.

4705‘W), no verao 1983-1984 (dados fornecidos pelo IAC).

‘Temperatura (°c) Unmidade o Precipitacgao
Més (média mensal) relativa total mensal
Max. Min., . - (%) o (mm)
ouT 26,5 16,5 74,4 90
NOV- . 28,5 17,3 - 71,5 140
DEZ 27,8 18,8 80,8 . 277
JAN ' 30,8 19,3 73,92 188
" FEV 32,6 20,0 . 69,3 S 36
MAR - 29,9 18,7 73,5 81

Emergéncia: 02/10/83

Floragdo (inicio): 15/12/83

K nmedida que as espigas (infloréscéncia feminina) sur
giam, foram protegidas com sacos piésticos (sempre a primeira es
piga de cada planta). Assim gue os estilo-estigmas estivessem via
veis (receptivos) e fossem observados nas paniculas, anteras ja
abertas, com a presenca de pOlen, as mesmas foram protegidas com
sacos de papel e, algumas horas depois, foi realizada a autofecun

dagao, colocando-se sobre os estigmas da primeira espiga da mesma
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planta o pdlen coletado, e protegendo-a novamente. As espigas as
sim obtidas foram coletadas semanalmente ac longo da _maturagéo,
compreendendo o periodo'dos 10 éos 52 DAP (dias apés a poliniza
¢ao), e armazenadas a -20° para as analises de laboratdério. Cole
taram-se duas. espigas de cada linha para cada estagio de matura
Gao.

Utilizaram-se tamb&m pléntulés de milho com 3 a 9 dias
de idade, obtidas através da germinagao_em vermicﬁlita para evi
tar-é atague de fungos sist@&micos que fiequentemente ocorrem  em
linhégens. - :

Realizaram-se ainda ensaios onde as sementes de milho fo
ram germinadas em élaéas dé Petri, sobre'papel dé filtro umedecé
do com solugao de lisina, 0; 2; 4; 6; 8 e-lOmM.

A titulo de comparagdo com o milho, foram realizados tam
bém estudos com plantulas de soja, Giycine maz (L.) Merril, cv.
_Saﬂta‘Résa, e feijao (Phaseolus vulgaris L.). As sementes foram
germinadas em placa de‘Petri, a 3000, no escufo, sobre papel dé
~filtro umedecido com Agua. Apds cinco dias, as radiculas foram se
paradas dos cotilédones e ambas as partes usadas para a extragao

e dosagem de enzima. )

2.2. Métodos Analiticos
2.2.1. Preparo dos extratos e ensaios

Os extratos foram preparados segundo a metodologia des
crita poxr ARRUDA et alii (1982). O material a ser utilizado para
a préparagéo do extrato foi macerado a frio em almofariz com 20ml
de tampao fosfato de potassio 100mM (pH 7,0 contendo EDTA, 1mM,
e 2-mercapto-etanol, 1mM). O homogeneizado foi filtrado em duas .
camadas de gazes e centrifugado a 12.000 x g, durante 25 minutos,

e o sobrenadante foi tratado com sulfatc de amdnio, (NH4)ZSO4. 0
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ptecipitado obtido entre 30 e 70% de saturagao foi coletado e res
suspendi&o em 2ml de tampao de ektragéo. Apds a dessalinizagdo em
uma coluna de Sephadex G-25 (1,5 x 9,0cm) a fragéo proteica foi
coletada. Esta fracgao foi utilizada para a medida da atividade da
lisina cetoglutarato redutase (LKR). O esquema da metodoiogia uti
 112ada para a extracao pode ser obsexvadd na Figura 3.

‘A enzima (LKR) foi dosada de acordo com ARRUDA et alid
(1982) . A mistura de ensaio constituiu-se de fosfato de potassio
.klooumol, pH 7,0), L-lisina (50umol), a-cetoglutarato (25umol) ,
NADPH (300pmol), e enzima, num voluﬁe total de 1lml. A mistura-foi‘
incubada, na propria cubeta, em banho-maria, a'30°C, e a oxidacgao
de NADPH avaliada através da leitura em um ésbectrofotﬁmetro, a
340nm, em intervalos de 10 minutos. A atividade foi calculada em

~1

nmol . h ~, baseando-se num coeficiente de extingac, para uma soO

lugao de NADPH, de 6,22.
2.2.2. Presenca de inibidores enddgenos da LKR

Para se analiéar a presenga de inibidores enddgenos da
';LKR, foram realizados ensaios misturando—se extratos de plantulas
com os de endosperma ou extratos de endospermas opéco~2 com os de.
‘endosperma normal. A mistura foi feitaléﬁ diferentes etapas do
‘processo de extragao da enzima, ou seja, antes do tratamento cém

sulfato de ambnio, apds a dessalinizagao em coluna de Sephadex

G~25, e na mistura do ensaio.
2.2.3. Fracicnamento de proteinas

Foi realizado o fracionamento da proteina do endosperma
de parte do material utilizado para a determinacao da curva de
atividade da LKR. Para isso os graos foram acondicionados em fras
cos de vidro devidamente identificados, liofilizados, moidos em

micro-moinho e depois em moinho de bola, para se obter uma fari
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- MATERIAL VEGETAL
-+

TAMPAO FOSFATO

|

CENTRIFUGAGAO
(12.000xg/25 min.)

<

SOBRENADANTE R PRECIPITADO
TRAT. COM (NHy),SO, " DESCARTADO

(0-70% DE SAT.)

CENTRIFUGACAQ
(12.000xg/25 min.)

N

SOBRENADANTE - CCPRECIPITADRO
DESCARTADO S QRESSUSPENSEO

(2ml DE TAMPAO)

PASSADOS EM
SEPHADEX G-25

’ W
COLETADOS 2,5ml

(fracao proteica)

v
ALIQUOTA

v

ENSAIO

FIGURA 3 - Esquema da metodologia utilizada para a extracgao da

fracao proteica contendo a enzima lisina cetoglutarato

redutase.
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.nha bem homogénea e fina, e uma porgao desta foi utilizada para o
' fracionamento. O fracionamento foi feito segundo a metodologia
proposta por PAULIS (1977) Qu seja, uma extragéd séquencial das
fracgoes albumina + globulina, depois zeina e depois glutelinas.

Tomou~-se uma amostra de 500mg do material liqfilizado e
‘moido, e adicionou-se 2,5ml de cloreto de sédio 0,5M, para a ex
- tragao da fraggo albumina + globulina (Fracao I}). O material foi
mahtido a mais ou menos 4°C por 1 hora,ragitando com bastao de vi
dro, periodicamenté. Finalmenté,~o extrato foi centrifugado a
2.000rpm duranﬁe-s minutos. Este'procedimento se'repetiu trés ve
zes; junéanéOmge o0s sobrenadantes obtidos em cada centrifugacgao e
‘anotanéoﬂse o volume.'ﬁntes_da extracao da fragao seguinte, o rg.
siduo foi lavado com agua. Para a extraééo das fragaes zeina (Fra
cao II) e glutelinas (Fragao iII), procedeu-se da mesma maneira,
variando apenas os solventes de extragdo. A zeina (zeina 1 e‘.zei
na 2) foi extraida com isopropanocl 55% + 2-Mercapto-etanol 0,6%,
a teﬁ§er§ﬁura.ambienté, e as glutelinas foram'extraidas com hi&:é
. xido de sddio 0,2N, taﬁbém a tempefatura ambiente. No residuc f£i
caram entao as proteinas néo—soiﬁveis.(Fragéo Iv).

Um esqguema da metodologia utilizada para o fracionameﬁ

to & apresentado na Figura 4.

2.2.4. Dosagem de proteina
2.2.4.1. Digestao das amostras (Micro-Kjeldahl)

Como nao existe um método de leitura direta do teor de
ﬁroteina em espectrofotdmetro que seja igualmente sensivel para
todas as fragoes, as determinég&es foram feitas segundo a metodo
logia proposta por NKONGE & BALLANCE (1982) através da .digestao
das amostras e determinagao do teor de nitrogénio fazendo-se de
pois a conversao para proteina.

Para a digestao, colocou-se aliquota de lml de cada fra
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500mg de amostra
+

2,5ml de NaCl 0,5M

}

deixar l.hora(4oc) 3 vezes(1;2;1 hora)

centrifugar (2000rpm/5 min.)

N\

sobrenadante residuo

(1+2+3) +

- . . 0
Fragdo I Agua dest. e deioniz,(4°C) (2 vezes)

(album. + globul.) l
centrifugacao (2000rpm/5 min.)
sobrenadante residuo
+ .
descartar 2,5ml de isopropanol 55% 2 ME.
deixar 1h. (25°C) 3 vezes(l;2;1 h.)
centrifugar (2000rpm/5 min.)
sobrenadante , residuo
(1+2+3) 4
Fragdo II 2,5ml de NaOH
(zeina)

deixar 1h(25°C) 3 vezes(l;2;1h)

centrifugar (2000rpm/5 min.)

/

sobrenadante residuo
(1+2+3)
Fracao IV
Fracao III (prot. ndo soluveis)
{glutelinas) |

FIGURA 4 - Esguema da metodologia utilizada para © fracionamento

de proteina.
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cao nos frascos micro-kjeldahl, aos quais juntou-se lg da mistura
catalizadora (sulfato de potéssié + &xido de merciirio, na propor
gao 9:1) e 3ml de acido sulflirico concentrado. As solugoes  foram
aquecidas até que estivessem claras. Em seguida os digeridos foram
esfriados e diluidos para 100ml com agua destilada e deionizada.
As solugoes padrac de nitrogénio foram preparadas utili
zando~se‘47,16mg de splfato dg amdonio anidro (3 horas a 1030C)suq§
tituindo‘a amostra nas condigoes de digestﬁq acima. Este, digerido,
épés a diluic¢ao para 100ml produziu uma solugdao de 100g de N/ml.
As varias concentracoes foram obtidas diluindo-se o digerido dé
"gulfato de ambénio com o digerido branco, que foi preparado de ma
hei:a idéntica, utiliZaﬁdo—se somehtercatalizador e dcido sulfiri

co.

2.2.4.2, COIOrimetria

Para a dosagem do nitrogénio, foi utilizado o método colo
rimétrico proposto por NKONGE & BALLANCE (1982).
Inicialmente, preparou-se o tampab-a partir de duas solu

. ¢oes estoque. Solugao A; composta de Na HPO4(0,2M), NaOH (0, 2M) e

2
tartarato de sbdio e potéésio {0,36M) e SOlﬂgEO.B, NaOH (2,5M). O A
témpéo foi obtido pela mistura de A e B{?na proporgao de 1l:1(v/V).
.0 salicilato nitropricico foi preparado dissolvendo-se salicilato
de sb6dio (20g) e nitropruciato de sddio (30mg), em agua destilada
¢ deionizada até 100ml. A'solugéo de hipoclorito de sédio foi pre
parada na concentracao apropriada (5%) pouco antes do uso, pela di
luigao poh agua destilada e deionizada.

Tomou~se 0,5ml do digerido diluido, adicionou-se 1,5ml de
tampao e 0,4ml de salicilato nitropricico. Em seguida a solugao
foi misturada e colocada em banho-maria a 40°C por 3 minutos para

entrar em equilibrio com a temperatura de incubagéo. Depcis, 0,2ml

da solugao de hipoclorito foi adicionada. A mistura de reagac com
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'pleté foi incubada por 30 minutos a 40?0. As amostras foram @ntéd
&iluidas com 10ml de Aagua deStilada‘e deionizada e a absorbancia
a 660nm foi medida.

Apbds calcular o contefido de nitrog@nio nas amostras, os
valores obtidos foram transformados em proteina, usando-se © fa

tor 6,25.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizagao da lisina-cetoglutarato redutase (LKR) em

milho normal

A reagao catalizada pela LKR envoive como substrato a 1i
sina e a-cetoglutarato, e um doador de eletrons, geralmente NADPH.
Do ﬁonto de vista prdtico, a dosagem desta enzima & mais facil
quando feita através da medida da oxidagéo do NADPH. Entretanto,
neste caso & imprescindivel verificar a dependéncia desta oxida
cao da presenga dos outros substratos, uma vez que sao muitas as
énziﬁas.que catalizam a oxidagao do NADPH,

Conforme a Tabela 4, pode ser verificado gque ocorre uma
pequena oxidagao do NADPH na auséncia tanto de lisina como de uo-
cetoglutarato, embora na presenca de ambos oOs substratos a taxa
de oxidacao seja bem maior. Cbncluere desses dados que LKR esta
presente em endosperma imaturo de milho, e a medida da sua ativi

dade através da oxidag¢do de NADPH & perfeitamente vidvel.
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TABELA 4 - Oxidagég de NADPH por extrato de endosperma imaturo de

" milho normal na presenca e na auséncia de lisina e a-

cetoglutarato.
. Oxidagao de NADPH
Ensaio
(A Abs. 340nm /30 min.)
Completo 0,135
- LYS = - : ) 0,020
- aKG o - 0,021

3.2. Otimizac3o do ensaio
a. Oxidacdo nio especifica do NADPH

Conforme os dados anteriores,Tabela 4, o ensaio apresen
ta um pegueno branco na auséncia de lisina e ufcetoglptaﬁato. E§:
ta atividade pode ser atribuida a uma oxidagéo‘néo especifica do

"NADPH, ou pode ser atividade de LKR ﬁesmo, devido a presenga de
peguenas quantidades (enddgenas) de lisina e a~cetoglutarato no
extrato. | | : f/”'.

‘ Para esclarecer esta ﬁﬁ?ida, realizaram—se ensaios compa
rando a atividade da-enzima antes e depois de passar na coluna de
Sephadele~25, uma vez gue o G~25-deve remover qualguer subétrato
endbgeno do extrato. De acorde com os resultados obtidos (Tabela
5), observa-se que o valor do branco nao diminuiu apds a passagem.
pelo G-25, indicando que a mudanga na leitura do branco se deve a
uma oxidacgao nao especifica do NADPH. A atividade da LKR (ensaio
completo menos o branco) também ndo se modificou em fungao da pas

sagem ou nao em G-25. Entretanto, para todos os ensaios posterio

res foi adotado o uso de G-25 no preparo dos extratos, para se
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trabalhar com o extrato mais purificado.

TABELA 5 — Taxa de oxidacio de NADPH em ensaios de lisina cetoglu
tarato redutase com extratos de endosperma imaturo de

milho normal, crus e dessalinizados em coluna de Sepha

dex G-25.
Oxidacao de NADPH
Extrato (A Abs, 340nm/30 min.)
Completo Branco' (-LYS)
Pré G-25 . 0,135 - o 0,021
PSs G-25 0,138 e | 0,024

b. Tempo de reagao

Com a finalidade de estabelecer um tempo de incubacdo a

dequado para © ensalo, fol estudada a oxidacao do NADPH em fungao

do tempo, cujos resultados sao apresentados na Figura 5. Obser
va-se qué a oxidégéo do NADPH foi aproximadamente linear com 5
tempo até pelo menos 45 minutos. Para d; ensaios de rotina foi
adotado um tempo de 30_minutos, ou seja,'dentro da faixa de 1i

nearidade.
c. Quantidade de enzima

Um ensaio pode ser considerado adequado para dosar uma
enzima quando a atividade acusada € proporcional & quantidade de

enzima no extrato. Desta forma, uma atividade que seja o dobro de

outra significa a presencga de duas vezes mais enzima no extrato.

Tais condigoes sao atingidas quando a reacgao catalizada exibe uma

cinética de zero ordem, ou seja, guando a reagao estiver limita

%
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FIGURA 5 - Oxidacgao de NADPH (A da absorb. 340nm) aos 15, 30 e
45 min. de incubagdo do extrato de endosperma imaturo

de milho normal.




da exclusivamente pela enzima. Isto foi investigado, variando -se
o volume de extrato enzimdtico no ensaio e, conforme pode ser ob
servado na Figura 6, a atividade enzimatica apresentada aumentou

linearmente com a concentragao da enzima no ensaio.
d. Especificidade da enzima

' De acordo com as inqumagaesldisponiveis sobre a LKR, ve
rifica-se que a reagao catalizada por esta gnzima tem como doador
‘de elétrons o NAPDH, como por exemplo em ARRUDA et alii (1982).

A fim de se averiguar a especificidade da LKR do endog-
perma de milho com relagao a0 doador de eletrons, estudou-se  a
possibilidade de sﬁbstituir o NADPH pélo NADH. Observa-se, atra
vés dos resultados apresehtados na Tabela 6, que a oxidagao de
ﬁADH foi praticamente igual ao Efanco. Por outro lado, a enzima
apresentou élta atividade em presenga de NADPH. Isto indica, por
tanto, que a LKR & altamente especifica para NADPH como doador de

elétrons.

TABELA 6 - Comparacdo de NADPH e NADH como doadores de elé&trons

da enzima lisina cetoglutérato redutase, utilizando—se

extrato de endosperma imaturo - de milho normal.

Oxidagio de NADPH/NADH

boador de

eletrons (A Abs. 340nm/30 min.}
Completo Branco (-LYS)

NADPH 0,138 0,024

NADH . 0,022 ‘ 0,017
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mal,
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3.3. Atividade da LKR em plantulas

3.3.1. Atividade da LKR em plantulas de milho normal

Nao ha motivos para supor que o catabolismo de lisina se
ja restrito ac endosperma de milho. Durante a mobilizagao das re
servas de proteinalde sementes, a lisina & um dos aminbécidos 1i
berados e translocados para serem usados na sintese de proteinas
do embrido. Comparando-se o nivel de lisina nas proteinas de re
serva, com 0 nivel nas proteinas do embriio, a quantidade de lisi
‘na translocada (para o eixo) pode ser insuficiente ou em excesso
para atender as necessidades do eixo. Pelo menos nos casos em gue
a.lisina se apresenta em excesso, & evidente gue a mesma deve ser
catabolizada. Por essés motivos, seria interessante verificar a-
distribuicao da LKR em outros érgaos do milho e de outras espé
cies; |

Nestes experimentosg, fol verificado o nivel de LKR em
plidntulas de milho normal, o qual em geral tem baixo teor de_lisi-
na nas sémentes, e em piéntulas de spja e feijao, gque possuem se
‘mentes com alto teor de lisina. Os xesﬁltados sdo apresentados na
Tabela 7. Pode-se observar gue no milho, independente da parte da
plantula utilizada no ensaio, nao se déféctou atividade da  LKR.
J& na soja e no feijao, a enzima-esté presente em grande quantida
de, sendo que no caso da'sbja a atividade da LKR na raiz chegou
a ser guase cinco vezes maior gue a do cotilédone, considerando-

se a atividade por grama de material.
3.3.2. Atividade da LKR em plantulas de milho opaco-2

Tendo em vista a auséncia de LKR em plantulas de milho
normal, neste experimento . resolveu-se -analisar -a presenca de
LKR em- plantulas de milho opaco-2, uma vez gue as .reservas

deste mutante contém niveis mais altos de lisina e talvez,
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como acontece com o feijdo e a soja, espécies gue  pos-
suem reservas com -alto teor de  lisina, -se pudesse encon-

trar atividade da enzima.

. TABELA 7 — Atividade da lisina cetoglutarato'redutaserpara dife

rentes tecidos vegetais, aos 4 dias.

. Parte da . Atividade da LKR

Especie _ 7 -1 -1
planta {(nmol NADPH ox.min. . g )
Semente(germinada) L. 0,00

Milho Radicula ' ‘ 0,00
Coleoptilo ' ' . 0,00
Cotilédone ' 3,76

Soja
Radicula : 17,86

Feijao . . Radicula 3,65

'0s resultados obtidos (Tabela 8) revelam que também em
plantulas de milho opaco-2, portanto originadas de sementes mais
ricas em lisina que o0 milho normal, nao se detectou atividade de

LXR.

3.3.3. Atividade da LKR em plantulas de milho normal germi
nadas em meio contendo diferentes concentragoes de

lisina

Em funcao da aus&ncia de atividade da LKR na plantula de
milho observada no experimento anterior, imaginou-se que isto po
deria ser devido a baixa disponibilidade de lisina, uma vez que

sementes com maior disponibilidade desse aminoacido nas reservas,
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como a soja e feijao, apresentavam atividade de LKR. E possivel
que‘a LKR se torne ativa nesses tecidos apenas na presenca de um
excesso de lisina (por indugao, por exemplo). |

Nesse experimento, as sementes foram germinadas em pre
senca de diferentes niveis de lisina nd meio de germinégﬁo, e ©ob
servou-se que mesmo com o fornecimento de lisina exdgena durante
a germinégao nio se detectou atividade da LKR em plantulas de mi

lho.

TABELA 8 — Taxa de oxidagcao de NADPH em ensaios de LKR com extra

tos de plantulas de milho opaco-2, aos dias.

Oxidagao de NADPH

Parte da (A Abs. 340nm/30 min.)
plantula
: Completo : Branco
Coleoptilo 0,046 o : 0,051
Radicula 0,036 : - 0,036
Semente(germinaﬁa) 0,093 _ 0,085
3.3.4. Atividade da LKR em plantulas de milho, usando

NADH como doador de eletrons

Este ensaio foi realizado para se verificar a possibili
dade de que a auséncila de atividade de LKR em tecidos de . pléntu
las de milho seja devida a uma especificidade diferente para o}
doador de eletrons, ou seja, NADH no lugar de NADPH. Para fins de
comparagao, a especificidade da LKR foi verificada também para a
soja e o feijao.

Conforme os resultados obtidos, apresentados na Tabela 9

constatou~se que a auséncia de atividade em pléntulas de milho
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tanto com NADPH como com NADH como doador de eletrons. Portanto
ndo é este o motivo da nao—detecgao de atividade de LKR em plén
tulas de milho. Também em plantulas de soja e feijao a LKR demons

trou especificidade para NADPH como doador de elé&trons.

TABELA 9 - Comparagao de NADPH e NADH como doadores de elétrons
da enzima LKR extraida de plantulas de milho, feijao e

scja, aos 5 dias.

Oxidagdao de NADPH/NADH
(A Abs. 340nm/30 min.)

Espécie , ~
NADPH NADH
Completo  Branco (-LYS). | Completo  Branco (-LYS)
Milho 0,102 - 0,007 ' 0,020 0,016
Soja 0,567 0,183 : 0,012 0,039
Feijio 0,242 0,064 0,032 - 0,035

3.4, Presenca de inibidores enddgenos da LKR em plintulas

Outra possibilidade para a nao detecgao de atividade da
LKR em plantulas de milho poderia ser a présénga de‘inibidores en
dogenos da enzima. Tendo em vista a alta atividade da LKR em en
dosperma imaturoc de milho normal, supSe~se que neste tecido o ini
bidor nao existé ou esteja presente em niveis muito baixos. Para
testar esta hipotese, foram misturados extratos de endosperma com
o de plantulas de milho, em trés etapas diferentes do processo de
extrag%o, ou seja, antes do tratamento do extrato com sulfato de
amdonio, apds a dessalinizagao em G-25, e durante o ensaio,.

Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 10. Ob
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éerva—se que gquando se misturaram os extratos de endosperma e de
plantula, independente da fa$e do pfocesso de extracgao, a ativida
ae da LKR observada, sempre fol menor que a esperada, ou seja, me
nor que a atividade calculada pela média das atividades obtidas
para endosperma e plénﬁulas~de milho separadamente (considerando
gue na mistura de ensaio o volume de extrato utilizado consti
tuiu-se de partes iguais de endosperma e de plantula). Isto indi
ca a ocorréﬁcia de algﬁma iﬁibigéo, éendo‘que*a maior inibicao
‘ocorreu guandoc a mistura dosiéxtratos foi feita antes do tratamen
to com sulfato de amdnio para a precipitagao da fraééo proteica.
: db extrato. O grau de inibicgao foi estimado em éinco vezes, apro
.ximadamente} considerando—se que a atiVidadé esperada, caso nao
houvesse inibic&o, seria de 12,86nmol de NADPH oxidado por minuto
por ml de extrato enzimatico (médié das atividades encontradas pé
ra oOs éxtratog de endospermé e de plantula separadamente), e a
atividade observada foi 7,93. Subtraindo-se deste valor a ativida
de relativa ao extrato de piantulas-na mistura, qué é€ 5,15 (a me
tade de 10;3 - pois no extrato utilizado, metade da}ﬁjquouicorreg
ponde a extrato de pléntulé e metade a extrato de endosperma), ob
tém~se o valor da atividade relativa.ao endosperma, ou seja, 2,78,
Este valor & aproximadamente um guinto kl/S) ou 20% da -atividade
esperada caso nao houvesse inibigao (12,86), indicando que © gfau
de inibicdo deve estar em torno de cinco vezes (80%).

Vaie ressaltar ainda que o inibidor deve ser de alto pe
so molecular, uma vez gque nao foi removido pela G-25, e tambéﬁ

que desta vez foi detectada atividade em plantulas de milho.

3.5. Presenca de inibidores endbgenos da LKR em-endosperma de

milho opaco-2

Tendo em vista a presencga, bastante evidente, de um ini
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bidor da LKR em extratos de plantulas de milho, aparentemente au
" sente em extratos de endosperma imaturo, surgiu a possibilidade de
que a baixa atividade da enzima em endosperma imatﬁro de . milho
opaco-2 seja devida a presenga de tal inibidor. Isto foi vérificg
do misturando-se © extrato de endosperma imaturo de milho normal
-com o de opaco-2, também em diferentes etapas do processo de ex

tracao, conforme descrito no item anterior.

TABELA 10 - Efeito da mistura de extratos de endosperma imaturo e

de plantulas de milho na atividade da LKR.

Atividade da LKR

Ensaio (nmolNADPH ox. min™t. m1™! de extrato)
Endospérma _ . .25,73

Plantula - 10,30

End. + Plant. (1) | ‘ : ‘3,86*

End. + Plant.(2) ‘ | - 7,93

"End. + Plant.(3) o ' ﬁ 6,43"

Obs.: (1) Mistura feita antes do tratamento com sulfato de amonia,
(2) Mistura feita apos dessalinizacao em ;:oluna de Sephadex G-25.
(3) Miétura feita no ensailo. | ‘
* A atividade esperada para as misturas, sem inibicao & 18,02 e com
100%Z de inibigao & 5,15.

Observou-se que quandb se misturaram os extratos de i
lho normal e opaco—2, a atividade da LKR observada foi aproximada
mente igual & esperada (Tabela 11), calculada pela média das ati
vidades obtidas para os dois tipos de endosperma separadamente, ca
so nao houvesse inibigao, independentemente da fase do  processo

de extragdo que a mistura foli feita. Assim, constatou-se que a




baixa atividade em extratos de endospermas de milho opaco-2 nao &
" devida & presenca de algum inibidor (do tipo reversivel, pelo me
‘nos), uma Vez que a atividaéé observada com a mistura de extratos
é aproximadamente a que seria.esperada, caso nio houvesse inibi
¢do. Ressalta-se ainda o fato que a atividade obtida para os dois
tipos de endosperma foi a esperada, ou seja, uma alta atividadg
para o enthasperma normal (15,84hm01 de NADPH oxidado por minuto,
por endosperma) e baixa para o endosperma opaco~2 (0,32nmol de

NADPH oxidado por minuto, por endosPerma).

TABELA 11 - Efeito da mistura de extratos de endosperma imaturo

de milho normal e opaco-2 sobre a atividade da LKR.

Atividade da LKR

Extratos : o1 1
{(nmolNADPH ox. min 7, ml de extrato}
end. normal 15,84
end. opaco-2 - ‘ 0,32
N+ 0,(1) o 7,88
N + 0,(2) ‘ - _ _ 9,00*

Obsg.: (1) Mistura feita antes do tratamento com sulfato de amdnio.
(2) Mistura feita apds a dessalinizacao em coluna de Sephadex G-25.

* A atividade esperada para as misturas, sem inibigcao & 8,08,

3.6. Padrao de atividade da LKR em endosperma de milho durante

o desenvolvimento

Com o intuito de verificar o padrdc de atividade da LKR
em endosperma de milho durante o desenvolvimento do grao, foi rea
lizado um experimento com duas linhagens de milho, L. 1038 (tipo

dente) e L. 160 (tipo flint) nas versGes normal e opaco-2. O mate
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rial para as andlises foi colhido semanalmente, a partir de 10DAP
(dias apds a polinizagao) até 52DAP; Conforme pode—se observar na
Figura 7, no periodo inicial do desenvolviménto do grac a ativida
‘de & baixa, em torno de 0,04 (L. 160) e 0,12 (L. 1038)nmol de
NADPH oxidado porAminuto-por endosperma, para os guatro tipos de
endosperma em estudp. Né caso das versoes nqrﬁais, a atividade au
menta de forma acentuada, atinginde um pico aos 24DAP. Em segui
da, a ativiéade cai coﬁtinuamente, cﬁegaﬁdo a zero, gquando os
graos atingem a maturagao t52DAP). Observou-se uma diferenga mar
cante -entre as duas linhagens estudadas, sendo que'é L. 1038 apre
séntou‘uma,maior atividade da LKR, atiﬁgindo uma atividade igual

a 7,52, enguanto a L. 160 atingiu 4,52nmol dé NADPH oxidado por
minuto, po? endosperma, aos 24DAP._Quaﬁto ao tipo de endosperma,
no caso da L. 160 a_aﬁividéde da eﬁzima'né éndosperma opaco{E foi
muito baixa (0,047nmol de NAbPH oxidado por minutof por endosper
ma, no maximo) gquando comparadé com o endosperma normal(4,52). Ja
na L, 1038 detectou-se uma pequena atividade da enzima no endos
‘perma opaco-2 (2,49nmol de NADPH oxidado por minuto, poi endQspeEI
ma), entretanto foi proporciondlmente menor gue o normal '(7,52),_
da mesma linhagem. Assim, nas duas linhagens estudadas, as veﬁ
' s0es opaco—2 apresentaram niveis de LKR,muito mais- baixos que o

normal, embora as atividades encontradas em L. 1038 tenhan sido

majiores tanto para o opaco~2 guanto para o normal.

3.7. Fracionamento de proteina

Tendo em vista as difefengas de atividade da LKR entre
as linhagens L. 1038 (dente) e L. 160 (flint), principalmente nas
versoes opaco-2, e considerando que a LKR desenvol%e um papel no
catabolismo de lisina, supostamente mais intensoc nas linhagens

com menor(nivel de lisina, seria interessante verificar © conteg
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versoes normal e opaco-2, dos 10 aos 52DAP (dias apbs
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do de proteinas de reserva durante o desenvolvimento do grao. Prin
cipalmente a zelna, proteina sem.lisina, que poderia set um  tipo
de indicador quanto a intensidade de catabolismo de lisina e, as
sim, talvez pudesse ser correlacionada com o nivel de LKR no en
dosperma. Dessa forma, verificou-se a hipOtese de que os difereg
tes niveis de LKR encontrados nos endospermas dos gquatro tipos de
milho estudados possam estar relacionados com o nivel de sintese
de zeina no endosperma. Foi realizado o fracionamento das protel
nas de reserva do endosperma durante o desenvolvimento, em tres
grupos: Grupo I, albuminas +.globulinas; Grupo II, zeina: = Grupo
I1I1, glutelinas, utilizando o mesmo material coihido para a dosa
gem da LKR, descrito anteriormente, | | |

" Os resultados sao apresentados nas Figuras 8,49 e 10.
ﬁe uma maneira geral, observamseAque n&o existem grandes diferen
cas entre aé linhagens de milho utilizados. Houve um decréscimo
na pr0porg§olde albumina + globulina, e um consistente aumento de
zeina e glutelina, chegando a cerca de 40%7(cada ffagéo) do total.
Isfo seria de se esperé?, pois as mesmas constituem as principais
proteinas de reserva do‘endospefma de milho. )

No caso da Fragao I (alb. +;glob.), cujos resultados sdo
apresentados na Figura 8, ocorreu uma éééda acentuada (50% para
'5%) durante o desenvolvimento do grao, nos quatro materiais uég
~dos. No periodo inicial (10-24DAP) - linhagem L, 1038 - opaco -2
épresentou porcentagem um pouco maior gue as demais. Observa-se
ainda gue, no geral, © nivel dessa fragéo foi maior em endosper
ma opaco-2, mas gue houve pouca diferenca entre as linhagens.

Por oﬁtro lado, a Fragﬁo IT (FPigura 92}, cénstituida pela
zeina, apresentou um aumento acentuado entre 10 e 24DAP, nido va
riando muito a partir de 38DAP. Observa-se gque no geral o nivel de

zeina nos endospermas opaco—-2 fol sempre menor gue nos endosper

mas normais, principalmente entre 17 e 38DAP, entretanto houve
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pouca diferenga entre as linhagens.

Com relacao. & Fragao III (Figura 10) que sao as glutili
nas, houve também um aumento acentuado entre 10 e 24DAP e depois
foi muito mais. lento. Ha pouca diferenga entre as linhagens e tam

bé&m entre as versoes normal e opaco-2.




4. DISCUSSAO

A enzima LKR foi caracterizada pela primeira vez em plan
tas por ARRUDA et alit (1982), trabalhando com endbsperma de mi
‘lho. A enzima & especiéica para os.substratos lisina e o—-cetoglu
tarato, usando NADPH como doadof de elétrons. A enzima estudada
no presente trabalho também apresentou as mesmaé caracteristicas.
Uma propriedade importante demonstrada{;g presente trabalho & a
‘especificidade pelo NADPH, gue nao pode ser substituido pelo NAbH;
da LKR nao apenas de endosperma imaturo de milho normai,.mas faﬁ
bém para a LKR de plantulas de feijao e soja. A LKR de tecidos hu
manos e animais (HUTZLER & DANCIS, 1968; HUTZLER & DANCIS, 1970;
FELLOWS, 1973) demonstra as mesmas caracteristicas. Em tecidos a

nimais a reagao catalizada por esta enzima € tida como o primeiro

3. Parece

.l

passo do catabolismo de lisina (FPELLOWS & LEWIS, 18
provavel que a LKR possa desempenhar papel semelhante em plantas.
As evidéncias fornecidas por MOLLER (1976) quanto & natureza da

via catabdlica da lisina, em plantas, apontam para um caminho en
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.volvendo‘a sacaropina como intermediario. O produto formado na
.reagao catalizada pela LKR & a sacaro?ina (ARRUDA et alii, 1982),
portanto fica reforgada a hipotese de que o cataboiismo de lisina
em plantas (ou cereais pelo menos) se da pela via da sacafopina,
como em animais. |

O nivel de atividade atingido pela enzima no endosperma
de milho'normai foi entre 5 e 7nmol.min_l. endosp._l (Figura 7) .
Esta atividade € semelhante & taxa-de aéﬁmulo de N no endosperma
de milho que foi estimada em 5 é'iOnmol.N.min.—l. endosp.”* (S0
DEK & SILVA, 1977). Isto signifiéé gue a -atividade da enzima e
suficiente para catabolizar todé o N entrando no endosperma, NeSs
mo que fosse todo na forma‘ﬁe'lisina.‘Como.a lisina répresenta s
uma pequena parte dessa fracao (ARRUDA & SLIVA, 1979) a atividade
estd muito além do necessario para catabolizar toda a lisina exce
dente no endosperma, indicando que esta enzima pode estar desempe
nhaﬁdo o papel que foi a ela atribuido.

_Aéesar da alta atividade de LKR encontrada no ehdospgrmé
_imatufo de milho normal, a atividadé.no endosperma do mutante opa
co-2 foi muito baixa (Figura 7); Qutros pesguisadores (ARRUDA et
alii, 1992; HADZi—TASKOVIC SUKALOVIC, 1984)'trabalhand0 com linha
gens bem distintas de.milho, encontfaré% também baixa atividade
para a LKR em endospermas'ppaco—Z. Isto confirma a forte influéﬁv
cia do gene opaco-2 sobre a atividade da enzima. O nivel de ativi
dade para o'qual o gene opaco-2 abaixou a LKR parece depender do
gendtipo. No presente trabalho, a atividade da enzima foi pratica
mente ausente na linhagem 160 com o gene opaco-2, enguanto gue na
linhagem 1038 opaco-2 a atividade foi bem mais alta, embora bas
tante reduzida em relagao & versao normal (Figura 7).

Levanta-se entao a questao de como o gene opaco-2 contro
la a atividade da LKR. Os mecanismos possiveis sao o controle da

sintese a nivel de transcrigao/tradugao, ou controle da atividade
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é nivel da enzima (pbs-tradugao), Qualquer gue seja 0 mecanismo
de controle, nao hérnenhuﬂiznOtivo péra se supor que envolva dire
tamente © gene opaco-2. Este gene causa mudangas acentuadas | em
varios pontos do metabolismo do endosperma, embora seja possivel
- que as mudangas estejam interligadas. Por exemplo, O gene opaco~2
causa uma redugao drastica em zeina (MERTZ et alii, 1964; VJIME.
NEZ, 19667; MOSSE, 1966;‘ SQDEK & WILSON, 1971; TSATI & DALBY, 1974;
DALB? & TSAI, 1975; LEE et alii, 1976; BAENZIGER & GLOVER, 1977;
TODHA et alii, 1977) um auﬁento em alguns aminodcidos livres (SO
DEK & WILSON, 1971; MISRA et alii, 1975; ARRUDA et alii,  1978); |
aumento na atividade da RNase (MEHTA et qli7, 1973) e algumas en
zimas do metabolismo de‘N (HADZITASKOVIC SUKALOVIC, 1986} . Isto
sugere gque O gene pode afetar indi:etamente varios processos. ;No
caso da enzima LKR, é‘possivel que;o gene opaco-2, por_‘estimulaf
a utilizacgao de lisina no endosperma através de seu efeito sobre
- a sintese de grotéinas de reserva com diferentes conteldos de 1i
sina, diminua o nivel de lisina acumulada no endosperﬁa. Conse
quentemente, nao haveri; excedente de lisina em opaco-2, ao con
trario do endosperma normal, de forma gue o nivel de lisina - ({(1i
vre) em opaco-2 seria insuficiente paia induzir a‘sintese de LKR. 
Outros aspectos dessa hipdtese sdo diséﬂ;idos adiante. |
Outros tecidos da planta de milho, que nao o endosperma
imaturo, nao possuem atividade de LKR ou a-possﬁem em nivel muito
pequeno {(Tabela 7). Por outro lado, tecidos de sojé e feijéo pPos
suem alta atividade de enzima. Sabe-se que as reservas das semeﬁ
tes de soja e feijdo s3o ricas em lisina (cerca de 6 a Tmol%) (YAZ
DI-SAMADI et aliz, 1977; MORAES & ANGELUCCI, 1971),.de forma que
& mais provavel que a mobilizggéo das reservas proteicas gere um
excesso de lisina, e pdrtanto seria necessario o seu catabolismo.
Entretanto, a lisina do endosperma de milho representa aproximada

mente 1,7% do total de aminoacidos encontrados nas proteinas de
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.ieserVa, comparade .com 7,4% das proteinas do embriao (SODEK & WIQ

SON, 1973) . Portanﬁé o embriao podefia utilizar toda a lisina ii
berada pelas proteinas de réserva do endosperma e ainda faltaria
lisina. Nesta situagao, a via catabllica seria desnecessaria. De
fato, evidéncias para o metabolismo de lisina, indicam que toda a
lisina proveniente das reservas de proteinas & incorporada intag
-ta nas proteinas dé embriao, e que o embriao apenas sintetiza a
lisiﬁa gque falta (SODEK & WILSON, 1973). Assim, de acordo‘com es
-tas_evidéncias, aparentemehte, o catabolismo de'lisina ndo ocorre
na plantula, e conseqllentemente ndo haveria necessidade de LKR
nestes tecidos. A auséncia de atividade da LKR nas plantulas de
milho (Tabela 7) estd de acordo com esta hipdtese.

Por outro lado, tamb&m ndc foi detectada LKR em - pldntu
las de milho opaco~2,nondé o nivel de lisina no endosperma & mais’
elevado. No opaco-2 o nivel de lisina no endosperma & cerca do do
bro (4,2%) éaéuele encontrado em milho normal, aproximando-se da
situacao das leguminosas. A expecﬁativa de encontrar LKR em plég
tulas de milho Opa00“2; portanto, era maior, porém, ndo h& evidén
cias &e~querno milho opaco-2, ao contrario do normal, haveria ca
tabolismb de lisina. Ressalta-se ainda que o nivel mais alto de
lisina no endosperma opaco-2 talvez estéja abaixo das necessidg
des do embriio, considerando o valor de 7,4% para o contelido ~ de
lisina nas proteinas do eixo. A justificativa de encontrai LKR ou
ndo em diferentes Orgdos e espécies, baseada na présénga ou  nao
de um excesso de lisina implica num mecanismo de controle de ati
vidade da enzima, talvez por indugdo pelo prébrio substrato. Esta
possibilidade foi investigada no presente trabalho em experimen
tos nos guais foi aplicado um excesso de lisina aos tecides, usan
dc.para isto o griao em desenvolvimento, bem como a plantula duran
te a germinagéo. No primeiro caso, foi utilizada a = metodologia

proposta por GENGENBACH (1977) para cultivo de graos de milho "in-




vitro", com o intuito de incluir lisina no meio. Infelizmente, es
tes experimentos foram frustados porgue nao se conseguiu o desen
volvimento dos graos. Isto, épesar de virias tentativas com modi
ficagcoes do meio de cultura utilizado, ou seja, meio sdlido incom
pleto (acido glutémico, glutamina, acido aspartico, asparagina) ,
meio liquido completo + vermiculita. Tentou-se também utilizar no
sistema de cultivo a espiga de milho inteira, segmentos de dife
rentes tamanhos e até grios isolados, porém os endospermas nio se
desenvolveram. Assim, em nenhum dos casos foi possivél.dosar a
atividade da enzima em endospermds de milho cultivados em meios
com'éiferentes‘niveis de lisina para verificar se esse aminoaci
do, em‘excesso, induziria a atividade da LKR.

Com a aplicagao de lisina na plantula aurante a germing'
géo, nao se encontrou atividade dé LKR em nenhuma das conceﬁtpg
coes de lisina utilizadas no meio de germinagac sugerindo a ine
xisténcia de um mecanismo de controle por indugao, neste caso.

Também foi investigada a possibilidade de um controle a
nivel da enzimé, por uﬁ-inibidor_por_exemplo. be fato foram obti

-das evideéncias para a existéncia de uﬁ inibidor nos extratos de
'pléntulaé de milho. Tais extratos qguando misturados com ‘extraté
de endosperma imaturo de milho normal,'éé alta étividaée da LKR,
causariam uma consideravel diminuigao na atividade,.a quai ficou
cerca de cinco vezes menor.que a esperada. Isto possivelmente _ég
?lique a auséncia de (ou muito baixa) atividade da enzimarem plan
tulas de milho. Aparentemente, a enzima LKR estd presente nas
plantulas de milho, porém o alto grau de inibicao reduz a sua ati
vidadé a um nivel dificil de detectar. Resta saber se existe algu
ma relagaoc entre a presencga do inibidor e o nivel de lisina.

A mesma hipbtese foi testada também para explicar o bai
X0 nivel'de LKR em endosperma imaturo de milho opaco-2. Entretan

to, neste caso n3o ha evidéncias com relagao a presenga de algum
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inibidor no endosperma opaco-2, uma vez gque quando se misturaram
os eXtratcs de endospermas opaco-2 e hormal, a atividade da enzi
ma encontrada foi aproximadaﬁante igual a esperada'(ou seija, igual
a soma das atividades dos dois extratos separados) . Assim,' conti
nua vidvel a possibilidade de que seja um controle a nivel de sin
tese da enzima que ex#lique o baixo nivel da enzima no opaéoﬂzf
Porém, ndo foi possivel investigar esta hipbtese diretamente, pe
la aplicacao de lisina nos gréds de um sistema "in vitro“;

A acentuada redugao na afividade de LKR no endospérma de
milho opaco-2 é de grande interesse em fungao 3& pcssibilidadecgm
ela ésteja envolvida (embora indiretamente) no elevado nivel de
lisina.do mutante.

Cam : e 14
Evidencias com aminoacidos marcados com C:L

sugeriram'
que o ¢étabolismc de lisina em endosPermaé7imaturos de milho pode
ria estar relacionado com a sintese de zeina considerandb—se que
os produtos (radioativos) do catabolismo de lisiné marcada, O aci
do glutémiéo e prolina, foram preferencialmente incorporados na
zeina (SODEK & WILSON, i971b). A hipdtese levaﬁtada era de que o©
catabeolismo de lisina prosseguia mais intensamente nas regiées do
endosperma mais ativas na sintese de zeina. Tal hipdtese ganhé
mais credibilidade considerando gue a éfimeira enzima envolvida
no catabolismo de lisina, a LKR, apresenta elevada atividade en
milho normal, onde a sinteée de zeina & intensa, e baixa ativida
de em milho opaco-2, onde a sintese de zeina & reduzida, Entretag
to, os resultados obtidos no ?resente estudo (Figuras 8, 9 e 10),
nao apoiam tal hipdtese, ou sejé, 1inhagené com atividade mais al
ta da LKR nao apresentaram maior teor de zelina. Por exemplo, a
linhagem opaco-2 dente (L. 1038} que tem maior atividade da LER
gue a flint (L. 160), apresentou pouca diferenga no nivel de zei

na quando comparada com a flint {cerca de 30% de zeina em ambas),

sendo que, pela hipbtese se esperava um nivel de zeina muito mais




" baixo no flint. Uma andlise das versOes normais, onde a atividade

da LKR foi diferente, tamb&m nio mostrou nenhuma correlagao en

tre teor de zeina. Porém, esta correlagac entre teor de zeina e

" LKR, se existir, possivelmente varie em fungéo do material utili

. zado.
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5. RESUMO -

O milho & considerado uma fonte pobre em protein&sA para
os mamiferos em crescimento, por causa do teor relativamente bai
x0 de alguns aminoécidds essenciais no seu‘endosperma, como & o
4caso da lisina. Assim, a descoberta de que © gene mutante opaco—2
melhora a qualidade nutricional do milho, tem estimulado investi
gagao sobre o mecanismo que direciona ééfa alteragao, bem  como,
"a selecao de mutantes com gqualidade nutricional superior;

Assim, foi feita uma caracterizagdo da lisina cetogluta
rato redutase (LKR), enzima que converte lisina a sacarspina, o
que parece ser o primeiro passo no catabolismo de lisina, em en
dosperma de milho. Verificou-se também a correlagdo entre o nivel
de atividade da enzima e a sintese de proteinas especificas do en
dosperma.

Utilizaram-se duas linhagens de miiho nas versoes normal

e opaco-2, das guais se utilizaram plidntulas e também endospermas

imaturos, ao longo do desenvolvimento (10 aos 52DAP). Os extratos
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e a fragdo proteica contendo a enzima foram obtidos de acordo com
a metodologia proposta por ARRUDA et alit (Plant Physioi.,- 9:
988~989. 1982).

Foi verificada também a presénca de inibidores enddgenos
- da LKR,xmisturahdo~se extratos de pldntulas com o endosperma ou
_extrato de endosperma normal com o de opaco-2. |

-Cﬂaservouwse que a atividade da LKR nas versoes de endos
perma opaco—-2 (160 0, e 1038 0,) € muito mais baixa, guando compa
fada com aguelas de endosperma normal (160 N e 1038 N). Com rela
gdo s duas linhagens estudadas, na L. 1038 (dente) a  atividade
da enzima foi consideravelmente maior do que na L. 160 (flint).

Observou-se ainda que em pléntﬁlasﬂdé milho, independeg
te da pdrte utilizada, néd se detectou atividade da LKR, enquanto
Que em soja e feijdo a enzima estd presente em grande quantidade.
Mesmo guando as sémentes foram germinadas em meio con dife;entes
concentracSes de lisina, ndo se detectou atividade da enzima. |

Em ensaios realizados para verificar se a auséncia  de
atividade & devida & presencga de inibidores endbgenos da LKR, o0s
resultadds obtidos feVeiaram a presenca de inibidores em '~ plantu
las de milho. Por outro lado, ndo hd evidéncias com relagdo i pre
senca de inibidor no endosperma imaturo de milho opaco-2, portan
‘to & possivel que a acentuada redugac na-atividade da LKR no ég
 dosperma opaco-2 esteja relacionada ao elevado nivel dé lisina do
'ﬁutante.

Os resultados obtidos niao confirmam a hipdtese de que o
nivel de atividade da LKR estaria correlacionado com o teor de
zeina. Porém, se esta correlacdo existir, péssivelmente varie em

funcdo do material utilizado.
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6. SUMMARY

+

Maise is considered a poor source qf proteins for;
mammals during growth, in view of its relativeiy low ‘levels‘ of
some essential'amino acids in the'endospérm, such as lysine.
_Thus, the discovery that the opague-2 mutant gene improvés the
'nutritional value of maize has stimulate@ research : into the
mechanism underlying this alteration, together with.the selection
of mutants with improved nutritional qualities.

In this study, the enzyme lysine = awkétoglutarate

redutase (I.KR), which transform lysine 'in saccharopine, was
characterized. Apparently, this is the first step of lysine

catabolism in the maize endospermn.

Two lines of maize, with their normal  and opaque-2
Versions, were used in this study. Both seedlings and immature
endosperms were studied, the latter in particular during
development (10-52DAP). The extracts for enzyme assay were

obtained according to Arruda et alii (Plant Physiol., 69: 988~




59

989. 1982) .

The presence of endogenous inhibitors of LKR was also
investigated using mixtures 6f seedling and endosperm extracts
‘or normal and opaque-2 extracts.

It was found that the LKR activity in the endosperm of
the opagque-2 versions (160 Op-2 and 1038 Op-2} is much lower than
in the nornml-@ndosberms (160 N and 1038 N)..With respect to tﬁé
1ineé of maize studied, tﬁe enzyme dctivity was substantially
greater in the dent line (L. 1038) than in flint (L. 160).

| It was also found that there was little o¢r no activity
5f the enzyme in any part of the maize seedling, whereas high
levels of activity were found iﬁ soybean and Phaseolus vulgaris
seedlings. Even when the maize seedlings were germinated -in the
presence of lysine, no appieciable:activity could be detected;
| In experiments designed to ascertain the presence of
endogenous inﬂibitors of LKR, to explain the absence of activity ,
the résults strongly suggest ﬁhe presence of such inhibiﬁors;' on
the othexr hand, the 10w‘activity obsérved in immature opagque-2
endosperm could not be explained in terms of inhibitors . aﬁd'
possibly could be related to higher lysine content of the mutant.

The results obtained did not éﬁpportrthe_hypothesis that

LXR activity and zein content may be correlated. Such a correlation ,

if its exists, may vary with the plant material used.
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