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Qﬂzfmemﬁw,

Pelos esforcos;
pelo carinho;
pelas preces;
pelos conselhos;
pela torcida;...
enfim, por investirem suas vidas
na minha caminhada, e fazerem
da minha felicidade, as suas realizacbes
Minha eterna gratidao.

...... Casar com Déborah ou com Sara,
Meu bom José, vocé podia;
E nada disso acontecia.....
Mas vocé foi amar Maria......”



o Dueride Cartos Cleorto,

“ Ha pessoas estrelas e ha pessoas cometas...

Os cometas passam.

Apenés sao lembrados pelas datas que passam e que retornam.

As estrelas permanecem.

O sol permanece.

Passam anos, milhdes de anos e as estrelas permanecem.

Ha muita gente cometa. Passa pela vida da gente apenas por instantes.

Gente que nado prende ninguém e a ninguém se prende. Gente sem amigos gente
que passa pela vida sem iluminar, sem aquecer, sem marcar presenga.
importante é ser estrela. Estar junto.

Ser luz. Ser calor. Ser vida.

Amigo e Paixdes sao estrelas.

Podem passar anos. Podem surgir distancias, mas a marca fica no coragao.
Coracdo que ndo quer enamorar-se de cometas, que apenas atraem olhares
passageiros.

Ser cometa é ser companheiro por instantes, explorar os sentimentos humanos,
ser aproveitador das pessoas e das situagbes, fazer-se acreditar e desacreditar
ao mesmo tempo.

Solidao é o resultado de uma vida cometa. Ninguém fica, todos passam.

Ha necessidades de criar um mundo de estrelas.

Todos os dias poder contar com elas e poder sentir seu calor.

Assim s&o os amigos estrelas na vida da gente.

Sao coragem nos momentos de tensdo. S&o luz nos momentos de desanimo.

Ser estrela neste mundo passageiro, nesse mundo cheio de pessoas cometas, é
desafio, mas acima de tudo uma recompensa.

Recompensa de ter sido luz para muitos amigos, ter sido calor para muitos
coracdes, ter nascido e vivido e ndo apenas existido.”

E vocé para mim € uma grande estrela...
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RESUMO

No endosperma de milho a lisina pode originar-se a partir da via metabdlica
do &cido aspartico efou através da translocagdo desse aminodcido a partir de
outras partes da planta. Entretanto, h& evidéncias de que ao longo do
desenvolvimento da semente a lisina € degradada pela via da sacaropina,
sugerindo que esse aminodcido é fornecido a semente em quantidades maiores
que aquela necessaria a sintese de proteinas.

Trabalhos desenvolvidos em nosso laboratério demonstram que a enzima
lisina cetoglutarato redutase/sacaropina desidrogenase (LKR/SDH) esta envolvida
nos primeiros passos da degradagdo da lisina em plantas. Na semente em
desenvolvimento, o padrdo da atividade da enzima é coordenado com a taxa de
deposicdo de zeinas indicando que tanto os genes que codificam zeinas como o
gene que codifica a LKR/SDH estdo sob o controle de um mesmo sitema
regulatorio.

O padrao de expressdo temporal do gene da LKR/SDH foi examinado neste
trabalno em endospermas normal e mutante 02 através de experimentos de
“Northern blot”. A anadlise dos resultados indicou que a mutagdo o2 afeta
drasticamente a transcricdo do gene, reduzindo os niveis de polipeptideos da
LKR/SDH. Esse resultado sugere que os niveis de lisina no endosperma sao
controlados transcricionalmente.

Neste trabalho também descrevemos a clonagem e a caracterizagdo do
clone da enzima LKR/SDH de milho, isolado de uma biblioteca gendomica
construida no vetor A EMBL3. Dois fragmentos diferentes do cDNA da enzima de
milho foram utilizados como sondas para o isolamento do gene; um dos
fragmentos correspondente ao dominio LKR (sonda YAFF) e o outro
correspondente ao dominio SDH (sonda SDHend). O sequenciamento do clone
gendmico isolado revelou que a proteina codificada pelo gene da LKR/SDH cobre
aproximadamente 11 Kb do genoma de milho e é constituido por uma “Open
reading frame” (ORF) interrompida por 25 introns de tamanhos variando entre 85a

1028 nucleotideos e que prediz uma proteina de 1060 aminoacidos. Na regiao
1



flanqueadora 5 foi encontrado a -375 pb do inicio de tradugdo um dominio G-box,
que se caracteriza como um provavel sitio de ligagdo de bZIPs, o que reforca a
hipétese de que o fator Opaco-2 exerga um papel importante na degradagéo de
lisina. A andlise das seqiéncias dos genes de milho e Arabidopsis mostrou que a
estrutura do gene € bastante conservada e a andlise por “Southern blot” indicou

ainda que existem copias unicas deste gene em milho, Coix e sorgo.



SUMMARY

In maize endosperm, lysine can be synthesized by a specific branch of the
aspartic family biosynthetic pathway or can be translocated to other parts of the
plant. However, there are evidences that lysine is catabolized via the saccharopine
pathway suggesting that this amino acid is supplied in higher amounts than
necessary for proteins synthesis.

Lysine ketoglutarate reductase/ saccharopine dehydrogenase (LKR/SDH)
catalyzes the first two sequencial steps in lysine degradation in maize endosperm.
The pattern of enzyme activity is coordinated with zein synthesis. These evidences
suggest that both zein and LKR/SDH genes are regulated by under the same
control mechanism.

Temporal pattern expression analysis of de LKR/SDH gene were examined in
normal and mutant 02 maize endosperm by Northern blot experiments. The 02
mutation affects the transcription of LKR/SDH genes. These result suggest that
lysine levels in maize endosperm may be controlied at the transcriptional level.

In this work we described the cloning and characterization of the LKR/SDH
gene isolated from a maize genomic library. The sequence of LKR/SDH revealed
that the gene covers about 11 Kb of the maize genome. This gene is constituted by
an open reading frame (ORF) interrupted by 25 introns ranging from 85 to 1028 bp.
The predicted ORF encodes a polypeptide of 1060 amino acids showing homology
to others LKRs. In the 5 flanking region of the gene was found a G-box cis-
element located at 375 pb upstream the translation start codon. This element
suggests a possible interaction of Opaque-2 protein with the promoter region of the
LKR/SDH gene. Sequencies analysis of the gene in maize and Arabidopsis
revealed that the gene structure is conserved between them and Southem blot

analysis showed that there is a single copy in maize, Coix and sorgum genomes.



INTRODUGAO

1. As proteinas de reserva da semente

Em endosperma normal de sementes de milho, assim como no endosperma
de outras graminias da tribo Andropogoneae, ocorre 0 acumulo de proteinas de
reserva ao longo do desenvolvimento. Essas proteinas denominadas prolaminas
constituem-se na principal fonte de nitrogénio durante a germinagc&o do embrido e
em cereais sd0 ricas em asparagina, glutamina e arginina ou prolina, mas
deficientes em lisina, treonina e triptofano (Payne, 1983). Assim, o baixo conteudo
de determinados aminoacidos nas sementes decorre da escassez destes em suas
proteinas de reserva.

As proteinas de reserva sao soluveis em alcool. Elas séo sintetizadas em
polirribossomos e sdo acumuladas em organelas denominadas corpusculos
protéicos (Burr & Burr 1982; Larkins et al., 1984). Em milho, as prolaminas séo
denominadas zeinas e, baseado na solubilidade diferencial essas proteinas foram
classificadas como a-, B- e y-zeinas (Essen, 1986, Shewry & Tatham,1990),
podendo ser separadas por SDS-PAGE em classes de polipeptideos de 27, 22,
19, 16, 14 e 10 kDa. Mais de 70% do total das prolaminas pertencem as classes
de 19 e 22 kDa e sdo codificadas por familias multigénicas (Viotti et al.,1979, Burr
& Burr,1982). Cada uma das outras classes de zeinas sdo codificadas por um ou
poucos genes.

Varias mutacées sdo conhecidas por alterarem os niveis de zeina no
endosperma de milho (Motto et al.,1989). O mutante opaco2 (02), assim
denominado por apresentar semente madura opaca, reduz de 50 a 70% os niveis
de a-zeinas de 22 kDa (Schmidt, 1993).

A clonagem e a caracterizacdo do fator Opaco2 (02) mostrou que o gene
codifica uma proteina que se caracteriza por um dominio basico/ziper de leucinas
(bZIP) e que atua como um ativador transcricional de muitos genes que codificam
zeinas os quais apresentam na regido do promotor a sequéncia consenso 5'-
GATGApypuTGpu-3’ (Schmidt et al.,1987; Motto et al.,1988; Hartings ef al., 1989,

Schmidt et al.,1990). Outros genes como aqueles que codificam a proteina
4



inativadora de ribossomo b-32 (Lohmer et al, 1991, Bass, et al, 1992), a
chaperona b-70 (Marocco et al., 1991) e a forma citosdlica de piruvato ortofosfato
diquinase (Gallusci et al., 1996; Maddaloni et al., 1996) também s&o afetados pela
mutacdo 02. Acredita-se que a proteina 02 desempenha um papel mais geral na

regulacdo do desenvolvimento do endosperma (Cord Neto ef al., 1995).

2. Os altos niveis de lisina no endosperma opaco2

Em sementes maduras de milho o endosperma apresenta um baixo valor
nutricional devido a deficiéncia de aminoacidos essenciais, principalmente lisina e
triptofano (Mertz et al., 1964).

No endosperma de milho a lisina pode ser sintetizada a partir da via do acido
diaminopirhelato (Sodek, 1976), porém ela é translocada em quantidade
relativamente alta (cerca de 5% do total de aminoacidos livres) para a semente em
desenvolvimento (Arruda & Silva, 1979). Como as zeinas n&o possuem lisina
(Dalby & Tsay, 1975) e como essas proteinas se acumulam abundantemente no
endosperma, a demanda por lisina durante o desenvolvimento do endosperma é
baixa.

Basicamente a porcentagem de lisina no endospema de milho é influenciada
por trés componentes: quantidade de aminoacidos livres, nivel das zeinas e das
proteinas ndo-zeinas. No mutante 02, que tem o seu padrdo de sintese de
proteinas no endosperma alterado, ha um aumento de 2 a 5 vezes na quantidade
de aminoacidos livres no endosperma (Misra et al., 1975). Entretanto, apenas 5%
da lisina total do endosperma € nao-protéica. (Mehta et al., 1979), contribuindo
pouco para o0 aumento do teor deste aminoacido na semente o2. E caracteristico
das zeinas a quase total auséncia de residuos de lisina (Dalby e Tsai, 1975;
Schmidt, 1993) e, assim, a redugdo na sintese destas proteinas contribui para o
aumento da porcentagem de lisina na semente. A maior parte desse aminoacido
essencial encontra-se sob forma de proteinas nado-zeinas: as albuminas, as
globulinas e as glutelinas que contém em média 5% de residuos de lisina ( Murphy
& Dalby, 1971).



No mutante 02, o aumento da sintese de proteinas ndo-zeinas nao pode ser
facilmente explicado pelo que se conhece até o momento sobre o fator O2. E
possivel que efeitos pleiotropicos da mutagdo 02 emanem de alteragbes no
metabolismo de nitrogénio, visto que o efeito primario dessa mutacéo € a reducéo
nos niveis de zeina. Evidéncias para essa alteracdo metabdlica s&o sugeridas
pelo aumento na concentragdo de amoénia (Misra e Oaks, 1981) e no teor de
aminoécidos livres (Misra et al., 1975) no endosperma o2 em relagdo ao normal. O
acumulo desses intermediarios da assimilagdo do nitrogénio podem realmente
resultar em alteragcdes homeoticas, como por exemplo no pH, que pode alterar o
padrao de sintese de proteinas e carboidratos no endosperma.

Outra possibilidade para o aumento na sintese de proteinas ricas em lisina
no endospérma 02 & dada como uma consequéncia direta do aumento na
disponibilidade de lisina livre nesse endosperma (Arruda et al, 1994). Dessa
forma, a lisina pode ser um substrato limitante para a sintese protéica no
endosperma de milho. Por outro lado, 0 aumento na concentragéo de lisina pode
estar associado com a baixa atividade de degradagcdo desse aminoacido no
endosperma mutante (Sodek e Wilson, 1970; Arruda e Silva, 1983). A analise da
composicdo de aminoacidos e das fragdes protéicas de endospermas do tipo
normal e de mutantes simples e duplios, evidenciou um aumento na sintese de
proteinas ricas em lisina no mutante duplo 0202Ask1Ask1 (Azevedo et al., 1990).
Esse aumento foi atribuido a uma maior disponibilidade de lisina via sintese,
devido a aspartato quinase codificada pelo gene Ask? que € menos sensivel a
retroinibicdo pela lisina, e pela reduzida degradacdc desse aminoacido

determinada pela mutacéo 02.



3. A biossintese de lisina:

3.1 Sintese de lisina em plantas

O acumulo de lisina nos tecidos vegetais é regulado por processos
complexos que envolvem a sintese, deposi¢éo e degradacéo desse aminoacido.

A lisina, juntamente com a metionina e a treonina, é sintetizada nas plantas
superiores pela via do diaminopimelato (Bryan, 1980; Figura 1), um ramo
especifico da via biossintética dos aminoacidos derivados do aspartato. Nesta via
o aspartato é o precursor inicial de uma sequéncia metabdlica que levara a
formacao de lisina, metionina e treonina (Abelson et al., 1952, Cohen e Hirsch,
1954; Kalan e Ceithaml, 1954; Azevedo et al., 1997). A treonina, por sua vez, é
precursora da isoleucina que, através da via de sintese dos aminoacidos de
cadeia ramificada, também origina leucina e valina (Singh e Shaner, 1995;
Azevedo et al., 1997).

A via metabélica do acido aspartico em plantas tem sido objeto de muitos
estudos a nivel bioguimico, genético e molecular. Esses estudos tem revelado que
essa via é ramificada e envolve a participacdo de uma série de enzimas
alostericamente retroinibidas pelos aminodcidos produzidos nas respectivas
ramificagdes da via. A atividade da aspartato quinase (AK), a primeira enzima da
via, é inibida por lisina e treonina. Adicionalmente, lisina também inibe a atividade
da dihidropicolinato sintetase (DHPS), enquanto que a treonina inibe a atividade
da homoserina desidrogenase (HSD). Ou seja, lisina e treonina regulam a sua
propria sintese por inibicdo da atividade da primeira enzima que leva
exclusivamente a sua sintese e também por inibicdo da atividade da primeira
enzima da via (Figura 1).

As enzimas AK e DHPS sé&o consideradas as principais enzimas da via do
aspartato para a sintese da lisina, em fungdo dos efeitos retroinibitorios desse
aminodacido sobre a atividade dessas enzimas. Estudos demonstram que os niveis
de lisina retroinibem essas enzimas sendo o nivel de inibicdo maior na atividade
da enzima DHPS (Galili, 1995).
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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, dihidropicolinato sintetase; 4, dihidropicolinato redutase; §,
piperidina dicarboxilato acilase; 6, acildiaminopimelato aminotransferase; 7,
acildiaminopimelato deacilase; 8, diaminopimelato epimerase; 9, diaminopimelato
decarboxilase; 10, hoserina desidrogenase; 11, homoserina quinase; 12, treonina
sintetase;13, cistationa y—sintetase; 14, cistationa p-liase; 15, metionina sintetase; 16,
S-adenosil-metionina sintetase (adaptado a partir de Azevedo et al., 1997).

A via de catalise da lisina & apresentada em destaque. Nessa via catalitica as
enzimas lisina cetoglutarato redutase (LKR) e sacaropina desidrogenase (SDH)
assumem papéis centrais.



A AK, primeira enzima da via, catalisa a fosforilacdo do aspartato a f—aspartil
fosfato (Datta e Gest, 1964; Patte ef al., 1966; Henk e Wahnbaeck, 1977; Bryan,
1980). O B-aspartil fosfato é reduzido pela atividade da aspartato semialdeido
desidrogenase a p—aspartil semialdeido (Gengenbach ef al., 1978), o qual serve
de substrato para duas outras enzimas, a DHPS e a HSD (Figura 1).

Em plantas ha evidéncias da presenca de izoenzimas da AK. Algumas s&o
retroinibidas por lisina, outras por treonina ou sinergisticamente por lisina e S-
adenosil-metionina (Rognes et al., 1980; Galili, 1995, Azevedo et al., 1997).
Clones gendmicos e de cDNA de isoformas da AK sensiveis a retroinibicdo por
treonina foram isolados de cenoura, milho e Arabidopsis (Weisemann e Mattews,
1993; Ghislain et al., 1994). Outros clones de cDNA de AK sensiveis a
retroinibicdo por lisina também foram clonados (Frankard et al., 1997; Tang et
al.,1997).

Dentre as diversas isoformas de AK em plantas, algumas também possuem
a atividade de HSD (Wilson et al., 1991; Azevedo ef al., 1992). A HSD catalisa a
primeira reacdo que é unicamente associada com a biossintese de treonina,
isoleucina e metionina pela conversdo do aspartato semialdeido a homoserina
(Figura 1). Pelo menos duas isoformas de HSD, uma sensivel e outra insensivel a
treonina foram clonadas. Essas isoformas sao constituidas por um unico
polipeptideo com dois dominios respectivamente, AK e HSD.

Dessa maneira, a inibicao da AK, a primeira enzima da via, resulta na falta de
substratos intermediarios para a sintese de metionina. Isto pode limitar a sintese
de proteinas, acarretando efeitos adversos ao endosperma em desenvolvimento,
uma vez que somente pequenas quantidades de metionina sdo translocadas a
semente (Arruda e Silva, 1979).

Ja a retroinibicdo da DHPS afeta diretamente a sintese de lisina. A DHPS faz
a condensagdo do B-aspartil semialdeido e do piruvato em dihidropicolinato.
Dentre as enzimas da via do aspartato em plantas, a DHPS é a enzima mais
sensivel a inibigdo por lisina (los entre 10 e 50 uM), diferentemente de bactérias,
nas quais a enzima € muito menos sensivel (los aproximadamente 1 mM; Galili et
al.,1995).



A DHPS tem sido isolada purificada e caracterizada a partir de varias
espécies de plantas. A enzima apresenta-se como um tetramero cujo peso
molecular é proximo a 123 kDa nas espécies estudadas.

Varios cDNAs de DHPS de plantas ja foram clonados e caracterizados,
embora nenhum clone gendmico completo desta enzima tenha sido isolado. Todos
os clones caracterizados codificam proteinas maduras de 326 aminoacidos,
excecao feita a proteina de Populus que apresenta 327 (Vauterin e Jacobs, 1994).
Os polipeptideos deduzidos revelaram a existéncia de seqgléncias de aminoacidos
amino-terminais de tamanho e composicdo caracteristicos de peptideos de
transito para plastideos e/ou cloroplastos, contudo sem grandes conservacgbes de
sequéncia (Kaneko et al., 1990; Frisch et al., 1991; Vauterin e Jacobs, 1994);
Ghislain et al., 1995). A localizagdo da DHPS em plastideos é crucial para a
sintese de lisina, pois as reagbes bioquimicas catalisadas por esta enzima
requerem energia. Contrariamente, a localizacao da AK dentro da organela néo é
essencial para a produ¢éo de treonina.

Mutantes de cevada e milho com AK insensivel a retroinibicao por lisina n&o
acumulam esse aminoacido, mas sim o0 aminoacido treonina (Bright et al., 1982;
Hibberd & Green, 1982; Muahlbauer et al., 1994). Esta observagao deve-se a
retroinibicdo da enzima DHPS. Em plantas transgénicas de tabaco expressando
os genes bacterianos da AK e DHPS também insensiveis a retroinibi¢ao pela lisina
nao acumulam esse aminoacido nas sementes, apesar de acumularem metionina
e treonina (Karchi et al, 1994). Plantas transgénicas de tabaco e canola
expressando AK e/ou DHPS, mostraram superproducdo de treonina e
significativos aumentos no acumuio de lisina em sementes e folhas jovens (Karchi
et al.,, 1993; Falco et al., 1995). Essas plantas, no entanto, apresentam alteragbes
fenotipicas e alta atividade de degradacdo de lisina foi observada em decorréncia
do acumulo de lisina (Karchi et al., 1994; Falco et al., 1995).
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3.2 Degradagao de lisina em plantas

Em plantas superiores a via de degradacgédo da lisina € muito semelhante
aquela observada em mamiferos, nos quais a lisina € catabolisada em grande
parte pela via da sacaropina (Figura 1). Entretanto essa via, que envolve a
producdo de &cido a—aminoadipico-8-semialdeido e sacaropina € encontrada em
apenas alguns microorganismos (Vogel et al., 1964).

Experimentos feitos em trigo, milho e cevada utilizando 1C-lisina
demonstraram a incorporacéo da radioatividade em acido a-aminoadipico e acido
glutadmico (Nigam e McConnel, 1963; Sodek e Wilson, 1970; Brandt, 1975; Moller,
1976). Esses dados evidenciam que a lisina é catabolisada pela via da sacaropina
(Figura 1), cujas enzimas chaves sdo a lisina-cetoglutarato redutase (LKR) e a
sacaropina desidrogenase (SDH). Essas enzimas possuem alta atividade no
endosperma em desenvolvimento (Arruda ef al., 1982, Arruda e da Silva, 1983,
Brochetto-Braga et al, 1992) e em plantas estdo contidas num polipepitideo
bifuncional (Gongalves-Butruile ef al., 1996).

No endosperma de milho o catabolismo de lisina desempenha um papel
importante no mecanismo de controle nos niveis de lisina livre (Arruda e Silva,
1979: Silva e Arruda, 1979). Ao longo do desenvolvimento da semente de milho, a
quantidade de lisina encontrada na seiva do pedunculo da espiga e na regiao
pedicelo-placento chalazal sdo superiores a encontrada no endosperma (Arruda e
Silva, 1979; Arruda e da Silva, 1983; Lyznik et al., 1985). Como a quantidade de
lisina translocada para a regido do endosperma é aproximadamente duas a trés
vezes maior que a necessdria para a sintese de proteinas (Arruda e da Silva,
1983), espera-se um acumulo de lisina livre no endosperma. Entretanto isto nao
ocorre, pois a concentracdo de lisina livre é mantida a baixos niveis no
endosperma. Como citado anteriormente, altas concentragbes desse aminoacido
inibem a via do diaminopimelato, resultando na falta de precursores da sintese da
metionina (Figura 1). Como a metionina é muito pouco translocada para o
endosperma, a inibicdo da via poderia ter efeitos adversos para o desenvolvimento
do endosperma. Assim, para manter os niveis de lisina baixo, as células precisam

degradar o excesso desse aminoacido livre.
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A primeira enzima da via de catdlise da lisina é a LKR. Esta enzima
condensa a lisina e a-cetoglutarato em sacaropina utilizando NADPH como cofator
(Reacéo 1; Figura 1). O passo subsequente da degradacdo envolve a hidrdlise da
sacaropina em acido a-aminoadipico-5-semialdeido (AASA) e acido glutamico pela
atividade da SDH e com a utilizacdo de NAD" ou NADP* como cofator (Reagdo 2;
Figura 1).

lisina + a-cetoglutarato + NADPH — sacaropina + NADP* (Reacgéo 1)
sacaropina + NAD(P)" + H,O — a-aminoadipico-5-semialdeido + acido
glutamico + NAD(P)H (Reacéo 2)

A atividade da LKR tem sido demonstrada em diferentes linhagens de milho.
Em todos os materiais observou-se que o padrdo da atividade da enzima e
coordenado com a taxa de deposigdo de zeinas (Brochetto-Braga ef al., 1992).
Assim, com o aumento da taxa de sintese de zeinas ha um aumento na atividade
da enzima LKR, resultando na degradacdo do excesso de lisina presente no
endosperma. Espera-se, portanto, que a sintese de zeinas e o catabolismo de
lisina operem sob um mesmo mecanismo regulador.

A compreensdo da via metabdlica da lisina em plantas &€ de grande
importancia, devido a concentragdo limitada desse aminoacido essencial nas
principais fontes de alimentos como os cereais. Importantes informagbes podem
ser obtidas pela elucidacdo das propriedades das enzimas envolvidas na
biossintese e catabolismo da lisina e pela andlise de mutantes nos quais as
atividades das enzimas se encontram alteradas.

Desde a descoberta de que o mutante 02 possui um alto teor de lisina no
endosperma (Mertz et al., 1964), muitos estudos se direcionaram a elucidagéo do
metabolismo desse aminoacido no mutante. Experimento com'“C-lisina
demonstram que a degradacao da lisina se da em menores taxas no mutante 02
que no endosperma de milho normal (Sodek and Wilson, 1970). Isso ocorre devido
a reducao no numero de unidades da enzima LKR, que é reduzida de 2 a 3 vezes

em relacdo ao numero de unidades no endosperma normal. A LKR extraida de
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mutantes 02 tem caracteristicas essenciaimente semelhantes aquelas do
endosperma normal. Além disso, a enzima foi produzida de maneira coordenada
com os niveis de zeina durante o desenvolvimento do endosperma. Foi sugerido
ent&o que o gene 02, que é um transativador das zeinas, possa estar envolvido na
regulacdo do gene da LKR/SDH no endosperma de milho (Brocheto Braga et al.,
1992).

Em milho a enzima LKR/SDH apresenta-se como um polipeptideo bifuncional
de 125 kDa (Goncalves-Butruille et al.,1996). Ensaios histoquimicos revelam que
esse polipeptideo caracteriza-se por ser altamente expresso nas camadas das
células de aleurona e subaleurona no endosperma em desenvolvimento (Cord
Neto et al., 1999 ; Figura 2). Além disso, a detecgdo da atividade da LKR e da
SDH da-se apenas em sementes em desenvolvimento. Em milho a enzima
LKR/SDH é encontrada no citossol e é transcrita por um unico gene. Experimentos
de “Northen blot” detectaram que RNAs mensageiros da enzima s&o encontrados
em grande quantidade no endosperma, em baixa concentracéo em raizes, folhas
e coledptiles e completamente ausentes no embrido (Cord Neto et al/, 1999),
sugerindo a existéncia de uma regulacéo temporal e espacial do gene.

O catabolismo de lisina, entretanto, parece ter uma fungdo mais importante
que meramente controlar o nivel deste aminoacido. Considerando-se as ultimas
descobertas envolvendo a ativagdo da enzima LKR em tabaco e em milho, vé-se
que a atividade enzimatica é induzida por Ca** e pela fosforilagéo de proteinas.
Isso sugere o envolvimento de uma via de transducéo de sinal mediada por ca*
em conjunto com algum produto do catabolismo da lisina (Karchi ef al., 1995).
Além disso, experimentos recentes em nosso laboratorio demonstraram que a
fosforilacdo do polipeptideo LKR/SDH é capaz de alterar somente o padrao de
atividade do dominio LKR (Kemper ef al., 1999).

Estudos bioquimicos da enzima e a posse de clones gendmicos tém
demonstrado que na maioria das plantas e em algumas espécies de mamiferos, a
LKR n&o existe como uma unidade independente, mas ligada a SDH em um unico

polipeptideo bifuncional. As bases moleculares dessa ligagdo ainda n&o estao
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Figura 2. A) Representagdo esquematica da semente de milho e das regides do
endosperma.

B) Analise histoquimica da atividade da SDH. Sementes com 20 DAP foram
seccionadas longitudinalmente e incubadas em uma mistura de reagéao contendo
sacaropina a 2 mM. A figura da esquerda (-Sac) mostra uma segao de
endosperma controle incubada na auséncia de sacaropina. A reagéo colorimétrica
positiva da atividade da SDH é indicada por uma seta na figura a direita (+Sac).
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elucidadas, mas sugerem que a estrutura bifuncional da enzima tenha uma fungao

regulatoria.

3.3 A via biossintética da lisina em Saccharomyces cereviseae

Em Saccharomyces cerevisiae a sintese da lisina e de outros aminoacidos €
coordenadamente regulada pelas condigbes nutricionais (Hinnebusch. 1988).
Particularmente a sintese de lisina da-se através da via do a-aminoadipato (Figura
3), cujas enzimas encontram-se sob o controle de um complexo sistema de
regulacdo. Das oito enzimas pertencentes a via, seis s&o retroinibidas por lisina
(Urrestarazu et al., 1985) e varias delas necessitam de mais de um gene para se
expressarem (Gaillardin, G. et a/ 1979, Ramos et a/.,1988).

Estudos usando mutantes de Saccharomyces cerevisiae (Jones e Bronquist,
1965) evidenciaram a presenca de atividades enzimaticas alteradas na sintese
dos intermedidrios da biossintese de lisina. As enzimas sacaropina redutase e
sacaropina desidrogenase foram caracterizadas. A primeira catalisa a
condensacéo de a-aminoadipato-5-semialdeido e acido glutamico em sacaropina
e a segunda catalisa a hidrdlise da sacaropina produzindo lisina e acido -
cetoglutarato («-KG). Dois mutantes. /ys-9 e lys-1, mostraram-se Uteis no estudo
dos detalhes da biossintese de lisina a partir do acido a-aminoadipico. O mutante
lys-9. deficiente na enzima sacaropina redutase, apresenta acumulo de o-
aminoadipato-3-semialdeido enquanto que o mutante lys-1, deficiente na enzima
sacaropina desidrogenase, apresenta acumulo de sacaropina. Nesses mutantes
ndo foi observado um sistema de inibicdo pelo produto final (Jones e Bronquist.
1965). Além do mais, os produtos dos genes LYS9 e LYS1 dessa via biossintética
encontram seus andlogos funcionais, respectivamente, nas enzimas SDH e LKR
da via do catabolismo em milho

Assim como em plantas, muitos dos genes da via biossintética da lisina em
Saccharomyces cerevisiae também parecem ser ativados transcricionalmente por
uma proteina bZIP, a GCN4. Este transativador reconhece sequéncias de
nucleotideos com o nucleo 5-TGACTC-3' presentes nos promotores de varios

genes que sado regulados pelo sistema GCN (General Control of Nitrogen) em
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leveduras. Um fato surpreendente refor¢a ainda mais a analogia entre os sistemas
de plantas e leveduras: a transfecgao de um vetor expressando a proteina 02 de
milho foi capaz de complementar a mutagdo gcn4 de levedura. Isso porque O2 é
capaz de se ligar as mesmas sequéncias normalmente reconhecidas pela GCN4
(Mauri et al., 1993). Portanto, além de estruturalmente similares, O2 e GCN4 séo
funcionalmente relacionadas.

A existéncia de analogias e peculariedades relevantes entre a via
biossintética da lisina em levedura e a via de degradagcdo deste mesmo
aminoacido em plantas é nitida. Outro aspecto interessante é que muitos
promotores de genes de plantas que codificam enzimas do metabolismo de
aminoacidos bem como genes que codificam proteinas de reserva, contém
seqUénciaé similares a sequéncia consenso de ligacdo da GCN4. Desta maneira,
existéncia de proteinas GCN4 foi sugerida para a regulagdo da expressdo de
genes relacionados ao metabolismo de nitrogénio em plantas (Muller e Knudsen,
1993).
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Figura 3. Via da sintese de lisina em fungos e leveduras. Relag&o dos genes Lys
(Ramos et al., 1988; Schmidt et al., 1989).
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Objetivos

Como destacado anteriormente, sabe-se que o padrdo da atividade da LKR
€ coordenado com a taxa de deposicdo de zeinas nas sementes em
desenvolvimento (Brochetto-Braga et al, 1992). Mutantes 02 apresentam
alteragbes marcantes na sintese de proteinas de reserva e apresentam também
um acrescimo significativo no teor de lisina na semente. Esse aumento no teor de
lisina no endosperma 02 deve-se a um menor numero de moléculas da enzima
LKR o que nos sugere que tanto os genes que codificam zeinas, como o gene que
codifica a LKR/SDH estao sob o controle de um mesmo sistema regulatorio,
possivelmente envolvendo o fator O2.

Diante dessas evidéncias e buscando uma melhor compreensdo a nivel
molecular e fisiolégico do catabolismo da lisina em plantas superiores, 0 nosso
objetivo era isolar e caracterizar o gene codificador da LKR/SDH.

Para tanto o trabalho cumpriu as seguintes etapas:

a) isolamento do clone gendmico da enzima LKR/SDH do endosperma de

milho;

b) seqUenciamento do clone gendmico;

c) comparagéo da sequéncia obtida com seqiiéncias descritas;

d) determinacdo do numero de cdpias do gene em milho e do padrdo de

expressdo do mMRNA do gene da LKR/SDH no endosperma em

desenvolvimento.
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Materiais e Métodos

1. Material vegetal

As sementes de milho (Zea mays L. cv. Maya) foram obtidas da colegao de
germoplasma do Departamento de Genética da Universidade Estadual de
Campinas. Sementes de milho do hibrido comercial F352, Agroceres S/A (Brasil),
foram plantadas no campo experimental da Universidade Estadual de Campinas e

autopolinizadas.

2. Linhagens de bactérias
Em seguida sdo descritas as linhagens de bactérias (Escherichia coli)

utilizadas durante a realizagéo dos trabalhos.

2.a DH5qa

Genétipo relevante F'supE44 A(lacZYA-argF)U169 (¢80 lacZAM15) hsdR17
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relAT.

Linhagem supressora de mutacdo ambar (supE44), defectiva em
recombinacé@o (recA7), deficiente em restricdo e proficiente em metilagdo no
sistema Eco K (hsd77). O carater F inviabiliza a infecgéo por fagos fitas simples
macho especifico, tais como fagos filamentosos do tipo f1.

A delecdo dos genes do operon lac (AlacU169), e a presenga do fragmento
lacZAM15 inserido no préfago ¢80 permite a sua utizacdo em testes de a-—
complementacao na sele¢do de recombinantes.

A auséncia de superproducéo do repressor /acl?, nesta linhagem possibilita a
realizacéo do teste de a—complementacéo na auséncia de IPTG (Hanahan, 1983).

Esta linhagem apresenta ainda as marcas cromossdmicas para a resisténcia
ao acido nalidixico (gyrA96), e requerimento de suplementacdo de meio minimo
com tiamina, devido a mutacéo do gene thi.

A mutacédo no gene end (endA17) que codifica para endonuclease |, aumenta
o rendimento e a qualidade do DNA plasmideal preparado através de técnicas de
minipreparagao.
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Esta linhagem foi empregada na preparacdo de células competentes,

utilizadas nos experimentos de transformagéo durante as subclonagens.

2.b K803

Gendtipo relevante: galK2 galT22 hsdS3 (r¢ my) lacY1 metB1 mrr*supE44 F

Esta linhagem foi utilizada como hospedeira do bacteriéfago A EMBL3
durante a selecdo dos clones recombinantes da biblioteca gendmica de milho
utilizada.

As mutacdes galK2 galT22 conferem a incapacidade de utilizar galactose
como Unica fonte de carbono. A linhagem apresenta as marcas cromossdomicas
para supressdo da mutagdo ambar (supE44), supressdo da atividade da lactose
permease (/acY1) e requerimento de metionina para crescimento em meio minimo
(metB1). O carater F inviabiliza a infecgdo por fagos fitas simples macho
especifico conforme descrito anteriormente.

A mutacdo hsdS3 (ri my) abole os sistemas de metilagéo e restricdo, bem
como a mutagéo mrr* blogueia a restricdo de adeninas metiladas de sequéncias
especificas de DNA, o que favorece a construcdo de bibliotecas gendmicas de
plantas, cujo DNA é rico em sequéncias metiladas (Whittaker et al., 1988).

3. Plasmideos

3.a pBluescript Il KS+

Plasmideos pBluescript || KS+ (Stratagene) foram utilizados como vetor nas
subclonagens.

O vetor pBluescript [| KS+ &€ um “phagemid” que contém a regido intergénica
do fago filamentoso do tipo 1, podendo ser secretado como um DNA fita simples
na presenca de um fago “helper” do tipo f1 (Stratagene Cloning System). Esta
regiao intergénica codifica para fungdes cis requeridas para o empacotamento e
replicacdo do fago. Existem “phagemids” pBluescript contendo uma das duas
possiveis orientagdes da regido intergénica, sendo denominados pBluescript I
KS+ (pKS+) e pBluescript I KS- ( pKS-). O pKS+ replica-se de forma que a fita
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codificadora do gene da B-galactosidase seja secretado na particula do fago,
enquanto que o pKS- secreta a fita ndo codificadora deste gene.

Os vetores pKS +/- possuem 2961 pb e sdo derivados dos plasmideos da
série pUC portanto estes vetores também possuem a-complementacéo, além de
permitir uma utilizagdo dos mesmos “primers” utilizados no sequenciamento de
insertos clonados em pUC.

A denominacdo KS refere-se a orientagado da regido de policlonagem, com
relacdo aos sitios das enzimas de restricdo presentes nas extremidades da regido
(Kon | — Sac ). Este tipo de plasmideo € denominado “phagemid” em virtude de
apresentar origem de replicacdo de fago simples fita e também uma origem de
replicacdo plasmideal (derivado de ColE1), que é utilizada na auséncia do
bacteriofago “helper’. Da mesma forma que os plasmideos da série pUC, este
plasmideo contém o gene que confere resisténcia a ampicilina. O plasmideo esta

representado na Figura 4.

3.b pGEM®-T Easy
O plasmideo pGEM®-T Easy (Promega) foi utilizado na subclonagem de

fragmentos provenientes de reacbdes de PCR (reagbes de amplificagdo em
cadeia). Esse vetor possui a-complementagéo e tem o sitio de multipla clonagem
previamente  arranjado pelo  fornecedor. Os ‘primers” T7 (5-
TAATACGACTCACTATAGGG-3') e SP6 (5-ATTTAGGTGACACTATAG-3’) séo

utilizados nas reacgdes de sequenciamento de DNA inseridos nesse plasmideo.

3.c pUC18 Eco RI/BAP ( “Bovine Alkaline Phosphatase”)

O plasmideo pUC18 digerido com a enzima de restricdo £co Rl e tratado
com fosfatase alcalina bovina foi utilizado na estratégia de subclonagem
randdmica (“shotgun”). Esse piasmideo era parte integrante do “kit’ utilizado
(Ready to Go — Pharmacia Biotech).

Caracteristicas similares ao pKS+/- sdo encontradas nesse plasmideo de
2700 pb.
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Figura 4. Representagdo esquematica do plasmideo pBluescript Il KS (+/-). Na
figura o sitio de policlonagem esta pintado de azul e € delimitado pelos promotores
T3 e T7. Em amarelo estdo representados o dominio de origem de replicagao do
plasmideo quando este é coinfectado com um fago “helper” (f1 (+) origin), o
dominio do gene de resisténcia a ampicilina (Amp") e o dominio de origem de
replicagédo do plasmideo na auséncia de um fago “helper” (ColE1 origin).
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3.d pKS/LKR 1.2 Kb

O plasmideo pKS/LKR consiste de um pBluescript (KS+) contendo um
fragmento de cDNA da LKR/SDH de milho de 1.2 Kb, clonado entre os sitios de
restricio Bam H| e Xba |. Este fragmento cobre grande parte da regido
interdominio do cDNA e foi obtido por RT-PCR (“reverse transcription-polymerase
chain reaction”) a partir de oligonucleotideos sintetizados com base na sequéncia
N-terminal de peptideos tripticos da enzima. Este plasmideo foi preparado por

outro aluno do laboratério e foi utilizado para o isolamento do clone de cDNA.

3.e pKS/ 2 3-900

O plasmideo pKS/ A 3-900 também é um pBluescript (KS+) e contém um
fragmento de 900 pb da porgéo 3’ do cDNA da LKR/SDH de milho. Este plasmideo
foi obtido pela subclonagem do clone de cDNA A3 da LKR/SDH. Este plasmideo

foi preparado por outro aluno do laboratdrio.

3.f pKS/YAFF

O plasmideo pKS/YAFF contém um fragmento de 522 pb inserido no sitio
Bam HI do plasmideo pBiuescript Il KS (+). Esse fragmento foi obtido pela técnica
de “Race’ (“Rapid Amplification of cDNA Ends”) a partir de oligonucleotideos
sintetizados com base na sequéncia do dominio LKR do clone de cDNA de
Arabidopsis thaliana. Este plasmideo foi preparado por outro aluno do laboratorio.

3.g pKS/SDHend

O plasmideo pKS/SDHend contém um fragmento de 720 pb, inserido no sitio
de Eco RI do plasmideo pGEM®-T Easy (Promega). Esse fragmento foi obtido por
reacbes de PCR (“Polymerase Chain Reaction”) a partir do plasmideo pKS/ A 3-
900 e de oligonucleotideos sintetizados com base na seqiéncia do dominio SDH
do clone de cDNA da LKR/SDH de milho, conforme a metodologia descrita a

seguir.
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4. Preparo de fragmentos de DNA para marcagao radioativa

4.1 Reagoes de PCR para produgao de insertos usados como sonda

Reacdes de PCR foram feitas baseada na técnica descrita por Mc Pherson et
al., 1993. Algumas adaptagdes a metodologia foram necessarias.

Cinquenta nanogramas de DNA do plasmideo pKS/ A 3-900 obtidos por
minipreparacao pelo método de “boiling” (Ausubel ef al, 1995) foram utilizados.
Nessas reacdes o “primer” LKR/SDHend desenhado a partir da sequéncia do
cDNA da LKR/SDH de milho (5-TTCAACTCTCCACTTTCTCAACCA-3") (Bio
Synthesis) e o “primer” T7 (Gibco-BRL) foram utilizados na concentragéo final de
10 uM. Duas reagGes foram feitas para servirem de controle da reagdo de
amplificacdo. Em cada uma delas somente um dos “primers” foi utilizado.

Para um volume final de 30 pl de reagao foram adicionados MgCl, a 1.5 mM,
dNTP mix a 200 uM, 3 ul do tampao Tag DNA Polimerase 10 X (o tampéao Taq
DNA Polimerase 1X contém 200 mM Tris-HCI, pH 8.0 e 500 mM KCI) e enzima
Tag DNA Polimerase numa concentragado final de 0.05 U/ ul da reagéo. As
condigbes dos ciclos de amplificacdo foram: denaturacao inicial de 30 segundos a
94 °C, seguido de 20 ciclos de denaturacio a 94 °C por 30 segundos, anelamento
a 58 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 90 segundos. Apds o término
desses 20 ciclos houve uma extens3o final de 72 °C por 5 minutos. Em seguida o
DNA foi precipitado pela adicio de 0.1 volume de acetato de sédio 3 M, pH 5.2 e
2 volumes de etanol gelado, seguido de incubacgéo por 30 minutos a - 70 °C. Apds
centrifugac@o a 13000 rpm por 30 minutos o precipitado foi lavado com etanol 70%
e ressuspendido em 20 ul de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0 contendo EDTA 1 mM,
pH 8.0).

Apés a precipitacdo e a ressuspensao da reacdo de amplificacdo o DNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 0.8 % contendo 0.5 ug/ml de
brometo de etideo. O fragmento amplificado (SDHend) foi purificado do gel
utilizando-se papel DEAE (DE-81, Whatman), de acordo com a metodologia
descrita por Dretzen et al, 1982. A eluicdo do DNA adsorvido foi realizada

incubando-se o papel DE-81 em 800 pul de tampé&o de eluigéo (Tris-HCl 10 mM pH
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7.9, contendo 10 mM de EDTA e 10 mM de NaCl) durante 40 minutos em banho-
maria a 68 °C. Apos esse periodo, o papel DE-81 foi retirado e a solugao restante
foi centrifugada por 5 minutos a temperatura ambiente para retirada dos
fragmentos de DNA remanescentes. O DNA foi precipitado conforme descrito
anteriormente e ressuspendido em 10 ul de TE.

O fragmento assim purificado foi clonado no vetor pGEM®-T Easy (Promega)
de acordo com as instrugbes do fornecedor. O plasmideo assim obtido,
pGem/SDHend, foi utilizado na transformacéo de bactérias DH5«, de acordo com
a metodologia descrita por Sambrook et al., 1989 e sequenciado para se verificar

a identidade do clone.

4.2 Preparo de DNA plasmideal e purificacao de insertos

O DNA dos plasmideos pGem/SDHend, pKS/YAFF e pKS/LKR foram
preparados de acordo com a metodologia descrita por Sambrook ef al., 198S.

As digestdbes para a obtengdo dos insertos utilizados como sondas
homologas foram feitas de acordo com metodologias descritas por Ausubel et a/,
1995. O fragmento contido no plasmideo pKS/YAFF foi obtido através de
digestbes com a enzima Bam Hl, o fragmento contidc no plasmideo
pGem/SDHend foi obtido através de digestdes com a enzima Eco Rl e o
fragmento contido no plasmideo pKS/LKR foi obtido através de digestdes com as
enzimas Bam H| e Xba |. Estes fragmentos foram duplamente purificados através
de eletroforese em gel de agarose 0.8 % utilizando a metodologia descrita por
Dretzen et al., 1982 e detalhada acima.

Os fragmentos de DNA foram quantificados em gel de agarose a 0.8 %, com

base no padrao do marcador de peso molecular A Hind 11l (Gibco BRL).

4.3 Marcagao e purificagao das sondas

O fragmentos de DNA utlizados como sondas foram marcados
radioativamente utilizando-se Klenow DNA polimerase |, em reagbes contendo 25
ng do fragmento molde, 17 pmoles de [a-P*] dATP ou dCTP, oligonuclectideos
randomicos e demais componentes nas condi¢gdes descritas no “Kit” Mega-prime
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DNA labelling System, Amersham. A radioatividade incorporada foi medida atraves
de contagem Cerenkov em cintildbmetro (LKB Rackbeta 217). Obtendo-se em
média 80% de incorporag&o. A sonda foi purificada em mini-coluna de Sephadex

G-50, conforme descrito em Sambrook ef al. (1989).

5. Isolamento do clone genémico da LKR/SDH

5.1 Preparo da Biblioteca Gendémica

Para o isolamento do clone gendmico da LKR/SDH foi utilizada uma
biblioteca gendmica comercial da Clontech construida com DNA gendmico de
plantula da variedade B73. Essa biblioteca foi construida no vetor de clonagem
EMBLS.

A biblioteca foi titulada mediante sucessivas diluicdes do estoque original em
SM (Tris-HCI 50 mM pH 7.5; NaCl 100 mM; MgSO4 10 mM; 0.01% gelatina),
utilizando-se a bactéria hospedeira K803 crescida em meio LB liquido (Bacto-
tryptone 10 g/I; Bacto-yest extract 5 g/l; NaCl 171 mM) suplementado com 10 mM
MgSO4 e 0.2% de maltose (Sambrook ef al., 1989).

5.2 Obtencao de placas de lise e'preparo de membranas

Vinte e sete placas de Petri (150 x 25 mm) contendc aproximadamente
40.000 pfu (unidade de particula de fago) cada uma, foram preparadas
adicionando-se 150 pi da diluicdo 10 do estoque original e estas incubadas por 8
horas a 37 °C em estufa.

Apds o tempo de incubagao adequado para o aparecimento das placas de
lise, cada placa de Petri foi mantida por um periodo de 2 horas a 4 °C e em
seguida as placas foram cobertas com membranas de “nylon” (Hybond-N,
Amersham). As membranas foram marcadas em trés posi¢coes assimeétricas com
uma agulha contendo tinta nanquim e foram deixadas sobre a placa durante 2
minutos. As membranas foram entdo incubadas por 2 minutos em uma solugéo de
denaturacdo (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH). Apds a denaturacdo, as membranas
foram incubadas por 5 minutos em uma solug&o de neutralizagdo (1.5 M NaCl, 0.5
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M Tris-HCI, pH 8.0) e em seguida lavadas por 30 segundos em solugdo 2 X SSC
(1 X SSC contém 0.15 M de NaCi e 15 mM de citrato de so6dio), secadas e

incubadas por 2 horas a 80 °C.

5.3 Hibridizagdes das membranas

As pré-hibridizacbes e as hibridizagbes foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita por Sambrook ef al., 1989, com pequenas adaptacdes.

Depois de umedecidas em solugao de SSC 2 x, as membranas foram pre-
hibridizadas em uma solugédo 5 x SSC, contendo 10 x Denhardt’s (1% de Ficoll,
1% de Polivinil e 1% de albumina bovina fracdo V em agua), 20 mM Tris-HCI, pH
7.5, 1% SDS, 50% Formamida deionizada e 100 ug/ml de DNA de esperma de
salmdo denaturado, por um periodo de 6 horas a 42 °C. Em seguida as
membranas foram incubadas em solugao de hibridizagao contendo 5 x SSC, 2 x
Denhardt's, 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1% SDS, 50% Formamida deionizada, 100
ug/ml DNA de esperma de salméo denaturado e 10° cpm/ml da sonda por um
periodo de 12 horas a 42 °C .

Apds a hibridizac&o, as membranas foram lavadas duas vezes consecutivas
por 15 minutos a temperatura ambiente com uma solugdo contendo 2 x SSC e
0.1% SDS. Em seguida as membranas foram lavadas por 15 minutos a 65 °C com
uma solu¢do contendo 0.1 x SSC e 0.1% SDS. As membranas foram ent&o

autoradiografadas em Hyperfilm-MP, Amersham.

5.4 Sonda utilizada

Para a sele¢do do clone gendmico foi utilizado como sonda o fragmento de
522 pb de cDNA do dominio LKR, contido no cione pKS/YAFF.

5.5 Preparo de DNA dos clones . EMBL3 em pequena escala
DNA de 36 clones isolados apds trés selegcdes consecutivas foram
preparados. Placas contendo 10° pfu foram incubadas a 37 °C por 10 horas para

obtenc@o de lise confluente. Em seguida foram adicionados a cada uma das
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placas 8 ml de SM. As placas foram entdo armazenadas a 4 °C por 8 horas sob
agitacdo suave. Em seguida, 0 SM de cada placa foi recolhido, acrescido de 100
ul de cloroférmio e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi recolhido e a este foi adicionado 1 gota de cloroférmio. Os
lisados foram titulados de acordo com a metodologia descrita anteriormente.
Todos os lisados apresentaram um titulo maior 5 x 10" pfu/ mi.

Apés a titulacdo foram adicionados 0.6 ml de lisado liquido a tubos de
microcentrifuga contendo 0.6 ml da resina DEAE-cellulose (DE52) previamente
equilibrada com meio LB de acordo com a metodologia descrita por Taylor &
Benson, 1984. Apos a centrifugacdo a 12000 rpm por 5 minutos os sobrenadantes
foram recolhidos e novamente centrifugados. Em seguida os fagos foram
precipitadds pela adicdo ao sobrenadante de 0.625 mM NaCl e 0.7 volumes de
isopropanol. Apos centrifugagdo a 13000 rpm por 5 minutos o precipitado foi
lavado com etanol 70 % e ressuspendido em 200 ul de TE. Em seguida o DNA foi
extraido duas vezes pela adicdo de um volume de fenol pH 8.0 e centrifugacgéo a
13000 rpm por 5 minutos. O DNA foi precipitado da fase aquosa pela adicdo de 15
ul de NaCl 5 M e 2 volumes de etanol. A suspensao foi mantida a - 70 °C por 40
minutos e em seguida o DNA foi lavado com etanol 70 %. O precipitado foi

ressuspendido em 100 ul de TE.

5.6 Analise do DNA dos fagos

O DNA dos 36 fagos contendo os clones genomicos da LKR/SDH,
preparados de acordo com a metodologia descrita anteriormente, foram digeridos
com as enzimas de restricdo Eco RI, Xba | € Xho |. Ap6s as digestées o DNA foi
denaturado a 68 °C por 10 minutos e submetido a eletroforese em gel de agarose
a 0.8 %. Apos a eletroforese, o gel foi corado com uma solugcdo de brometo de
etidio (1 ug/ ml) permitindo a analise do padréo de restricdo dos clones e a

identificacao de clones iguais.
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5.7 Preparo de DNA dos clones

DNA de doze clones diferentes foram preparados com a utilizacdo do
“Qiagen Lambda Mid Kit’, de acordo com a metodologia contida no manual de
instrugdes do fabricante.

O DNA desses 12 fagos foi entéo digerido com as enzimas de restricdo Bam
HI, Eco RV e Hind Illl. Apds as digestdes o DNA foi denaturado a 68 °C por 10
minutos e submetido a eletroforese em géis de agarose 0.8 %. A eletroforese foi
corrida a 60 V por 4 horas.

Ap0s a eletroforese, 0 DNA contido nos géis foi transferido para membranas
de “nylon” (Hybond-N, Amersham) de acordo com as condigcdes descritas
anteriormente. A pré-hibridizagdo, a hibridizagéo consecutiva dessas membranas
com as sondas de 522 pb (YAFF) e a de720 pb (SDHend), bem como as

condi¢des de lavagem também foram feitas como descrito anteriormente.

5.8 Preparo de DNA dos clones selecionados em larga escala

A aliquotas de cultura bacteriana K803 contendo 10'° células, adicionou-se,
separadamente, 5 X 10’ pfu de cada um dos clones positivos obtidos. Apds
incubagdo por 20 minutos a 37 °C, as células infectadas foram transferidas para
Erlenmeyers contendo 500 mi de LB enriquecido com 10 mM MgSQ4 e 0.2% de
maltose e incubadas a 37 °C a 300 rpm. Apds cerca de 6 horas, as culturas
lisaram e a estas foram adicionadas gotas de cloroférmio, seguido de incubagéo a
37 °C por mais 10 minutos a 300 rpm. Em seguida as culturas foram centrifugadas
a 7000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Aos sobrenadantes foram adicionados 10
mg/ml de RNase e 1 mg/mi de DNase. Os lisados foram incubados por 1 hora a
37 °C sob agitagdo suave.

As particulas do fago foram ent&o precipitadas pela adicdo de NaCla1.0Me
de polietileno glicol (PEG-8000) a 12.5 mM. Essas solugdes foram mantidas em
gelo durante a noite. As particulas dos bacteriéfagos foram recuperadas apds
centrifugagdo a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Os sedimentos foram
ressuspendidos em 8 ml de tampao SM. A estas suspensdes foram adicionados

igual volume de cloroférmio seguida de rapida agitacéo.
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Apods centrifugacéo por 10 minutos a 3000 rpm a temperatura ambiente foi
adicionada a fase superior de cada uma das amostras CsCl a uma concentracéo
final de 2.97 M. Essas suspensfes foram entdo submetidas a um gradiente
descontinuo de CsCl, previamente preparado em tubos (Ultraclear) para Rotor
SW41 de ultracentrifuga Beckman. O gradiente foi montado com as seguintes
fases do topo para o fundo do tubo: 1 ml de CsCl 1.45 g/ml (indice de refracdo (n)
= 1.3768), 1.5 ml de CsCl 1.50 g/ml (n = 1.3815) e 1.5 ml de CsCl 1.7 g/ml (n =
1.3990). Apos a centrifugacdo a 22000 rpm por 4 horas a 4 °C, a banda ténue
esbranquigada contendo as particulas do fago foi recuperada com a utilizacdo de
pipeta Pasteur de cada um dos quatro gradientes.

As amostras foram dialisadas por 1 hora contra 1000 volumes de Tris-HCI 50
mM contendo 10 mM NaCl e 10 mM MgCl,. Apds a didlise foram adicionados
EDTA na concentragao final de 20 mM, 0.5 mg/ml de pronase e 0.5% de SDS.
Apos incubagdo por 1 hora a 37 °C foi adicionado um volume igual de fenol. Apds
centrifugacédo a 3000 rpm a temperatura ambiente a fase aquosa foi submetida a
uma extragéo de fenol: cloroférmio e precipitada com 0.1 volume de acetato de
sédio 3 M pH 7.0 e 2 volumes de etanol a temperatura ambiente durante 30
minutos. O sedimento foi lavado com etanol 70% e apds secagem o sedimento foi
ressuspendido em 500 pul de TE contendo RNase (40 ug/mi).

A quantificacdo e o controle da qualidade do DNA foram feitos por
espectrofotometria e analise em gel de agarose a 0.8%. O DNA foi aliquotado e

armazenado a 4°C.

5.9 Caracterizagao dos clones selecionados

Um micrograma de DNA dos clones A M YAFF |, A M YAFF VI, A M YAFF IX
e A M YAFF XII foram digeridos com a enzima de restricdo Sa/ |. Apds as
digestdes o DNA das amostras foi denaturado a 68 °C por 10 minutos e submetido
a eletroforese em gel de agarose a 0.8 %. A eletroforese foi corrida durante a noite
a20 mA.

30



6.Seqlienciamento Randomico (“Shotgun Sequencing”)

6.1 Construcao de bibliotecas “shotgun”

DNAs dos clones gendémicos A M YAFF VI e A M YAFF IX foram utilizados
para construcdo de bibliotecas “shotgun” (Figura 5). Quarenta microgramas de
DNA de cada um dos dois clones gendmicos foram precipitados adicionando-se
acetato de sédio até a concentragéo final de 0.3 M, pH 5.2 e dois volumes de
etanol absoluto por 1 hora a - 70 °C. Apéds centrifugacdo a 13000 rpm por 30
minutos o precipitado foi lavado com etanol 70% e liofilizado.

O DNA de cada clone foi ressuspendido em 39 ul de agua destilada e
deionizada. Em seguida, as amostras foram divididas em trés aliquotas de 13 pul e
cada uma sonicada a intervalos especificos de 15, 20 e 25 segundos. Aliquotas de
1 ul foram retiradas de cada uma das amostras e submetidas a eletroforese em
gel de agarose para verificacdo do produto de sonicagéo. Apods esta verificaggo, o
DNA das amostras de cada um dos clones foi reunido em um unico tubo e
submetido a uma reagdo de “fill-in” para preenchimento das extremidades dos
diversos fragmentos de DNA gerados pela sonicagdo. Aos DNAs de cada um dos
clones foram adicionados 10 ul de tampao T4 DNA Polimerase 5 X (o tamp&o T4
DNA Polimerase 10 X contém 67 mM Tris-HCI (pH 8.8), 6.7 mM MgCliz, 10 mM §-
mercaptoetanol, 16.6 mM (NH4), SO4, 6.7 uM EDTA e 160 pug/mi de BSA), dNTPs
na concentragdo final de 0.2 mM e a enzima T4 DNA polimerase numa
concentracéo final de 1 U/ ul da reacédo. As reagdes foram entdo incubada a 37 °C
por um intervalo de 30 minutos. Apés esta incubacgao foi adicionado a cada reagéo
DNA Polimerase | na concentracao final de 0.13 U/ ul. As reagdes foram deixadas
a temperatura ambiente por um intervalo de 15 minutos. Em seguida o DNA de
cada reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose LMP (“Low Melting
Point”y a 0.8 %. A eletroforese foi corrida a 59 V a temperatura ambiente e os
fragmentos de DNA dos clones VI e IX gerados pela sonicagéo foram identificados
através de colorac&do do gel com uma solugéo de brometo de etidio (1 pug/ mi).

Para a construcdo de duas sub-bibliotecas “shotgun” para cada um dos

clones, as fracdes de DNA correspondentes a 1-2 Kb e 3-5 Kb foram recuperadas
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Figura 5. Esquema representando a construgao de uma biblioteca randémica
utilizada no seqtienciamento do clone gendmico da LKR/SDH.
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do gel através da excisdo das bandas. As bandas de agarose contendo os DNAs
foram incubadas a 65 °C por 5 minutos sob agitagdo vigorosa. Apés uma breve
centrifugacao foi adicionado 0.1 volume de NaCl 4 M as misturas contendo DNA e
agarose solubilizada. Essas misturas foram ent&o incubadas por mais 3 minutos a
65 °C. Apods esta incubagdo o DNA de cada amostra foi extraido pela adi¢cdo de
um volume de fenol pH 8.0 e centrifugagdo a 13000 rpm por 3 minutos. Mais duas
extracbes com um volume de fenol foram feitas. O DNA foi precipitado da fase
aquosa pela adicéo de 0.1 volume de acetato de sodio a 3 M, pH 5.2 e 2 volumes
de etanol gelado.

Os fragmentos de DNA obtidos foram ressuspendidos em 20 ul de agua
destilada e deionizada. Aliquotas de 3 ul foram retiradas de cada uma das
amostras e submetidas a eletroforese em gel de agarose para verificagéo e
quantificacdo do DNA de cada amostra. Os DNAs assim obtidos foram ligados ao
vetor pUC18 Eco RI/BAP (Bovine Alkaline Phosphatase), de acordo com a
metodologia contida no manual de instrugdes do fabricante do “kit” Ready to Go
(Pharmacia Biotech). Os plasmideos obtidos foram utilizados para a
transformacgao de bactérias DH 5o (Sambrook et al., 1989).

Apoés a selegao das coldnias recombinantes foram realizadas cerca de 400
minipreparagdes de plasmideos de cada uma das sub-bibliotecas de acordo com a
metodologia padronizada e descrita em
http://chroma. mbt.washington.edu/seq_www/kwseg/preps/anup_plasmids.html. O

DNA obtido foi utilizado nas reacdes de sequenciamento.

6.2 Seqilienciamento

O sequenciamento foi realizado com base na técnica de dideoxinucleotideos
(Sanger et al., 1977) utilizando-se o sequenciador automatico DNA ABI PRISM
377 Genetic Analyser (Applied Biosystem).

Reacdes de polimerizagdo foram feitas utilizando-se 800 ng de DNA
plasmideal obtidos pelas miniprepara¢cdées. Em cada uma das reacgdes os “primers”
universal (5-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’ - Pharmacia) ou reverso (5'-
AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3' - Gibco-BRL) foram utilizados na
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concentracdo final de 5 uM. As reacbes foram preparadas de acordo com a
metodologia contida no manual de instru¢bes do fabricante do DNA Sequencing
Kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Read Reaction (PE _ Applied
Biosystem).

ApoGs as reagdes de polimerizagdo, o DNA das amostras foi precipitado peia
adi¢éo de 0.1 volume de acetato de sodio 3 M, pH 5.2 e 2 volumes de etanol
absoluto. Apds centrifugacdo a 13000 rpm por 20 minutos o precipitado foi lavado
com etanol 70 % e ressuspendido em 8 ul de tampao “Formamide Loading Dye”
(25 mM EDTA (pH 8.0) contendo Blue dextran na concentragao final de 50 mg/ ml,
e 5 volumes de formamida deionizada). Em seguida, o DNA das amostras foi
denaturado em banho a 70 °C por 10 minutos e aplicado no sequenciador

automatico.

6.3 Analise das Seqiiéncias

A edicdo das seqUéncias e a montagem da sequéncia completa do clone
gendmico da enzima LKR/SDH de milho foi realizada com a utilizagdo dos
programas Pred, Phrap (Phil Green, Washington University) e Staden Package
(Medical Research Council, Cambridge, UK). A andlise e a traducdo da regido
codante deste gene foi realizada com auxilio do programa Gene Runner v3.0
(Hasting Software, Inc). As pesquisas em bancos de dados utilizaram basicamente
o programa Blast (Altschul et al., 1990).

O alinhamento das sequéncias de DNA e das proteinas prediziveis do gene
da LKR/SDH de milho e Arbdopsis foram feitos com o auxilio do programa Clustal
V (Higgins e Sharp, 1989) e as andlises de similaridades foram feitas com os
programas “MACAW program applying” e “Blosum 62 matrix”.

A analise de sitios semelhantes aos ja descritos para fatores de transcricéo
foi feito com o auxilio do programa Matiinspector (Quandt et a/., 1995).

E importante notar que a integracéo das informacdes provenientes de cada
um dos programas para a confecgdo final dos resultados foi feita de maneira
manual, i.e., os resultados apresentados aqui ndo sdo reprodutiveis pela simples
repeticdo dos parémetros utilizados em um Unico programa, mas pela
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interpretacdo dos resultados obtidos em cada um e subsequente alteracéo dos

dados e parametros empregados nos demais.
7. Experimento de “Southern blot”

7.1 Extragao de DNA gendmico de milho

O DNA gendmico foi extraido de folhas de milho da linhagem F352, de
acordo com a metodologia descrita por Rivin ef al., 1982.

Apds moagem de 40 g de folhas em nitrogénio liquido foram adicionados 20
ml de tamp&o de homogeneizacdo (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, sacarose a 0.3 M e
MgCl> 5 mM) e a mistura foi homogeneizada em “polytron” por 30 segundos. O
homogenéizado foi entdo filtrado em trés camadas de gaze estéril em funil de
Buchner com ajuda de bomba de vacuo.

Apds a centrifugacdo do filtrado a 2000 rpm por 10 minutos a 4 °C, os
nudcleos das células foram sedimentados. Esses nucleos foram entdo
ressuspendidos em tampéo de lise gelado (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, contendo 20
mM de EDTA). A seguir foi adicionado & mistura Sarkosyl em quantidade
suficiente para se obter uma concentragao final de 2%. Para a obtencgdo do lisado
a mistura foi incubada a 50 °C por um intervalo de 1 hora. A seguir 0.95 g de CsCl
por mi de lisado foram adicionados e misturados gentilmente para a obtencgédo de
uma solugdo com n = 1.3982. Em seguida proteinas insoluveis e polissacarideos
foram removidos por centrifugacdo a 12000 rpm por 15 minutos & 4 °C. Ao
sobrenadante foi entdo adicionado brometo de etidio para uma concentracgéo final
de 300 pg/ mi.

Apés a centrifugagdo a 50000 rpm por 20 horas a 20 °C a banda de DNA
fluorescente na presenga de luz ultra-violeta foi recuperada cuidadosamente com
a utilizacdo de pipeta Pasteur. O brometo de etidio da amostra foi entdo extraido
por sucessivas extracdes com butanol-1 equilibrado com agua. Em seguida, o
DNA foi dialisado por 16 horas contra 1000 volumes de TE. Apds a didlise o DNA
foi precipitado pela adicdo de 0.1 volume de acetato de sédio 3 M, pH 52 e 2
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volumes de etanol gelado. Dada a centrifugagdo a 13000 rpm por 30 minutos o
precipitado foi lavado com etanol 70 % e ressupendido em 2 mi de TE.

A quantificacdo e o controle de qualidade do DNA foram feitos por
espectrofotometria (espectofotometro DU-65, Beckman) e analise em gel de

agarose a 0.8%. O DNA foi armazenado a 4 °C.

7.2 Digestoes de DNA gendémico e separagao em gel

Duas amostras de dez microgramas de DNA gendmico de milho da linhagem
F352, Coix e sorgo (estes ultimos DNAs gentilmente cedidos pelo Dr. Adilson
Leite) foram digeridas por 20 horas a 37 °C com as enzimas Bam Hl e Fco RV. A
reacao foi terminada adicionando-se 10 ul de EDTA 0.5 M, pH 8.0. O DNA foi
precipitadd a - 70 °C por 1 hora, apos a adigéo a mistura de reacdo de acetato de
sodio até a concentragdo final de 0.3 M, pH 5.2 e 2 volumes de etanol absoluto.
Apbs centrifugagdo a 13000 rpm por 20 minutos o precipitado foi lavado com
etanol 70%, seco e ressuspendido em 30 ul TE.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0.8%,
juntamente com o padrdo de peso molecular 1Kb Ladder (Gibco-BRL). A corrida
foi realizada durante a noite a 20 mA. Apés a corrida, a separagdo dos fragmentos
de DNA foi verificada através da coloragdo do gel com uma solugdo de brometo de
etidio (1ug/ml) e fotografado juntamente com uma régua milimetrada, com

finalidade de se dispor de uma referéncia de tamanho real.

7.3 Transferéncia neutra

Apos a eletroforese, o DNA foi depurinado colocando-se o gel em solugéo de
HCIl a 0.25 N por 15 minutos. Em seguida, o gel foi incubado por 30 minutos em
uma solugao contendo NaCl a 1.5 M e NaOH a 0.5 N para denaturacdo do DNA.
Por ultimo, o gel foi incubado em uma solugéo contendo NaCl a 1.5 M e Tris-HCl a
1.0 M, pH 7.4 por 30 minutos para neutralizacdo do DNA. Os diferentes
tratamentos foram intercalados com lavagens do gel em agua destilada.

A transferéncia do DNA para membrana de “nylon” foi realizada através de

um sistema no qual o gel foi colocado invertido sobre uma ponte contendo trés
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folhas de papel Whatman (3MM) de tamanho apropriado, umedecidas em 10 X
SSC (NaCl 1.5 M, citrato trissédico 0.15 M) e colocadas em uma plataforma,
dentro de uma cuba contendo o tamp&o de transferéncia 10 x SSC. A membrana,
previamente umedecida em agua destilada e deionizada e em 10 x SSC, foi
colocada em contato com o gel, e sobre ela foram colocadas trés folhas de papel
Whatman (3MM) de tamanho idéntico ao do gel e previamente umedecidas em
solugdo de transferéncia. Por fim colocou-se uma pilha de aproximadamente 7 cm
de papel de germinag¢ao sobre o gel e um peso variando entre 0.5 e 1 Kg.

Apods a transferéncia (16 horas) a membrana foi lavada em 2 X SSC, deixada

secar a temperatura ambiente e fixada em estufa a 80 °C por 2 horas.

7.4 Hibridizagao
A pré-hibridizacao, a hibridizagdo e as lavagens foram realizadas conforme
descrito anteriormente. As membranas foram entdo expostas a filmes de raio-X

(Amersham) pelo tempo necessario, a -70 °C.

7.5 Sonda utilizada
A membrana contendo DNAs gendmicos de milho, Coix e sorgo foi
hibridizada com o fragmento de 1.2 Kb contido no plasmideo pKS/LKR.

8. Experimentos de “Northen blot”

A metodologia de “Northen blot” foi utilizada para a analise de expresséo do
gene da LKR/SDH no endosperma de milho. Para isso foram utilizadas sementes
normais do hibrido F352 e sementes com fendtipo opaco (Oh4302) em diferentes
estagios do desenvolvimento ( 10, 15, 20, 25, 30 e 35 DAP).

8.1 Extragao de RNA total de endosperma de milho

O material utilizado na preparagdo dos RNAs foi previamente tratado com o
intuito de se inativar as possiveis RNases presentes. A vidraria foi queimada em
estufa a 180 °C por 12 horas. A agua e as solugbes utilizadas foram tratadas com

DEPC. As cubas de eletroforese e de transferéncia, e quaisquer outros materiais
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de acrilico ou plastico utilizados foram tratados com peréxido de hidrogénio 3%
durante 15 minutos e depois enxaguados com agua DEPC.

A metodologia empregada na extracdo do RNA total se baseia na descrita
por Prescott & Martin (1987), com algumas adaptacbes as condigdes do
laboratério.

Aproximadamente 30 sementes de cada material foram maceradas em
almofariz na presenga de nitrogénio liquido, até a obtencdo de um po fino. O pé foi
transferido para tubo falcon de 50 ml e homogeneizado em 10 ml de tamp&o de
extragao (Tris-HCI 50 mM, pH 9.0, contendo 150 mM de LiCl, 5 mM de EDTA e 5%
de SDS). A seguir foi adicionado 10 ml de fenol equilibrado em tamp&o Tris-HCI
0.2 M pH 7.5/ cloroférmio/ alcool isoamilico (25:24:1 viv). Misturou-se bem por
inversao e a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. A fase aquosa foi
submetida a nova extragcdo com fenol/ cloroférmio/ alcool isoamilico.

Apos nova centrifugacdo, 8 ml da fase aquosa foram transferidos para tubos
de 50 ml e o RNA foi precipitado com 3.2 ml de LiCl 8 M a -20 °C por 2 horas.
Dada a centrifugagé&o a 13000 rpm por 20 minutos o sobrenadante foi descartado
e o precipitado ressuspendido em 4.8 ml de agua tratada com DEPC, com auxilio
de vortex. A seguir, foi adicionado a suspensao 1.6 ml de LiCl 8 M e esta foi
incubada por 1 hora a -20 °C. Apds centrifugacdo a 13000 rpm por 20 minutos o
precipitado foi ressuspendido em 800 pl de agua DEPC. Em seguida o RNA foi
precipitado pela adicdo de 0.1 volume de acetato de sédio 3 M pH 52 e 25
volumes de etanol absoluto a - 20°C durante a noite. Dada a centrifugacdo a
13000 rpm por 30 minutos o precipitado foi lavado com etanol 70%, seco a
temperatura ambiente por 10 minutos e dissolvido em 200 pl de agua DEPC. O
RNA foi estocado a - 70 °C.

A quantificagdo e o controle da qualidade do RNA foram feitos por
espectrofotometria e corrida em gel de agarose contendo formaideido a 0.66 M
(Forney et al., 1988).
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8.2 Preparo das amostras e separag¢ao em gel

Foram utilizados 15 ug de RNA total de cada amostra por gel. O volume de
todas as amostras foi completado para 5 ul com agua DEPC e a cada amostra foi
adicionado 14.5 ul de uma solugdo contendo 1ul de MOPS/EDTA 10 X ( MOPS
0.2 M, pH 7.0, acetato de sédio 50 mM, EDTA 10 mM), 3.5 ul de formaldeido, 10 pl
de formamida 50% deionizada. As amostras foram entdo denaturadas a 65 °C por
15 minutos. A seguir foi adicionado 1 ul de brometo de etidio (1 mg/ml) e 0.1
volumes de tamp&o de amostra (1 mM EDTA, contendo 50% de glicerol, 25% de
azul de bromofenol e 0.25% de xileno cianol).

As amostras foram submetidas a eletroforese, juntamente com os padrées de
peso molecular de RNA (Gibco BRL), em gel de agarose a 1% contendo 10%
MOPS/EDTA 10 x e 0.66 M de formaldeido. A corrida foi realizada a 80 V até que
a frente do corante atingisse dois tercos do tamanho do gel. A seguir o gel foi

fotografado juntamente com uma régua milimetrada.

8.3 Transferéncia

Apos a eletroforese o RNA foi transferido do gel para membranas de “nylon”
de acordo com a metodologia descrita por Forney et al., 1988.

O gel foi previamente equilibrado em solucéo de transferéncia (SSC 10 x) por
20 minutos sob leve agitagdo. A membrana foi entdo umedecida por 5 minutos em
agua DEPC e a seguir equilibrada em SSC 10 X. O sistema de transferéncia foi
montado conforme descrito para o experimento de “Southern blot”. A transferéncia
foi realizada por aproximadamente 18 horas. A membrana foi entdo lavada em

solugéo SSC 2 X e queimada por 2 horas a 80 °C.

8.4 Hibridizagao
A pré hibridizagdo, a hibridizagdo e as lavagens foram realizadas conforme
descrito anteriormente. As membranas foram entdo expostas a filme raio-x

(Amersham) pelo tempo necessario, a - 70°C.
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8.5 Sonda utilizada
A membrana contendo os RNAs totais de milho normal e opaco2 foi

hibridizada com o fragmento de 1.2 Kb contido no plasmideo pKS/LKR.
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Resultados

1. Preparo e analise dos insertos utilizados como sonda

A obtencédo das sondas utilizadas para o isolamento do clone gendmico da
LKR/SDH de milho foi etapa fundamental para o sucesso do trabalho. Com a
clonagem e o sequenciamento do cDNA da LKR/SDH de milho em nosso
laboratério (Cord Neto et al., 1999), alguns dos fragmentos subclonados desse
cDNA puderam ser utilizados para o isolamento e posterior analise do clone
gendmico.

As sequéncias de nucleotideos e as sequéncias deduzidas de aminoacidos
dos fragmentos utilizados como sonda (YAFF, SDHend e LKR 1.2Kb) sao
apresentadas nas Figuras 6, 7, e 8. O alinhamento das sequéncias desses
fragmentos com a seqUéncia do clone de cDNA da LKR/SDH de milho estao
representados esquematicamente na Figura 9. Pela anélise da Figura 9 € possivel
a identificacdo de uma pequena regido de sobreposicdo entre as sondas LKR 12
Kb e SDH end.

2. Isolamento e caracterizagdo do clone gendémico da LKR/SDH

2.1 Isolamento dos clones
Para o isolamento do clone gendmico da enzima LKR/SDH foram
selecionados 1.1 x 10° fagos recombinantes da biblioteca “Corn Genomic Library”
(Clontech) construida com DNA gendmico de plantulas da variedade B73. A
escolha dessa biblioteca comercial construida no bacteriéfago A EMBL3 (Figura
10) deve-se ao recente isolamento de genes maiores que 8 Kb (Kim et al., 1998),
0 que assegurou a qualidade da mesma.
Os clones positivos foram isolados apos trés ciclos sucessivos de selecao
sob condicdes de alta estringéncia utilizando-se como sonda o fragmento de 522
pb do plasmideo pKS/YAFF, marcado radioativamente. Na primeira etapa de
selecdo foram identificados 46 possiveis clones recombinantes. Esses clones

foram entdo utilizados numa segunda selecao, que resultou na confirmagéo de 40
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Sonda YAFF

S H T H KA Q K E N M P L L D K I L E E
TCCCACACACACRAGGCCCAAARAGAGAATATGCCACTGT TAGACAAGATCCTTGAAGAR

R vV 3 L F DY E L I V GD D G KRS L A
AGGGTGTCCTTGTTTGATTATGAGCTAATTGTTGGAGATGATGGGARAAAGATCACTAGCA
F G K F A G T A G L I D F L HG L G Q R
TTTGGGAAATTTGCTGGTAGAGCTGGACTGATAGATTTCTTACATGGTCTCGGACAGCGA

Yy L 8 L G v & T P F L S L G @ S H M Y F
TATTTGAGCCTTGGATAC CJAVTC TTTCTCTCTCTGGGACRATCTCATATGTATCCT
AA A K A AV vV WV A E E AT G

S L
TCGCTCCECTGCAGCCAAGGCTGCAGTCATTGTCGTTGCAGAAGAGATAGCAACATTTGGA

L P 8 G | C PtV F V F T G WV G N V S Q
CTTCCATCCGGAATTTGTCCGATAGTGTTTGTGTTCACTGGAGTTGGAAACGTCTCTCAG

G A Q E J F K L L P H T F VD A E K L P
GGTGCGCAGGAGATATTCAAGTTATTGCCCCATACCTTTGTTGATGCTGAGAAGCTTCCC

E F QA RN L S KQsSsQ s T K RV FQ
GARATTTTTCAGGCCAGGAATCTGTCTAAGCAATCTCAGTCGACCAAGAGAGTATTTCAA

LYy &4 ¢ Vv v T 8 R D MV & H
CTTTATGGTTGTGTTGTGACCTCTAGAGACATGGTTTCTCAL

Figura 6. Seqiiéncia de nucleotideos (em preto) e a seqliéncia deduzida de
aminoacidos (em azul) do fragmento YAFF utilizado como sonda.
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Figura 7. Sequéncia de nucleotideos (em preto) e seqgiiéncia deduzida de

aminoacidos (em azul) do fragmento SDHend utilizado como sonda.



Sonda LKR 1.2 Kb
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Figura 8. Sequéncia de nucleotideos (em preto) e sequéncia deduzida de
aminoacidos (em azul) do fragmento LKR 1.2 Kb utilizado como sonda.
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Figura 9. Representagdo esquematica do cDNA da enzima LKR/SDH e posicionamento
dos fragmentos utilizados como sonda.
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Figura 10. A) Esquema do bacteriéfago EMBL3. Este bacteriéfago foi utilizado como vetor
de clonagem da biblioteca genémica de milho utilizada para a selegao do clone da LKR/SDH.

Os nomes das enzimas de restricdo indicam sua posicdo de corte. Os dois sitios de
policlonagem aparecem em destaque.

B) Clone gendmico isolado da enzima LKR/SDH. Nafigura todas as placas de lise
apresentam hibridag&o positiva com a sonda YAFF de 522 Kb.
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clones positivos. Esses 40 clones foram submetidos a um terceiro ciclo de
selecao, confirmando-se 36 clones recombinantes. A Figura 10 mostra o resultado

da terceira selecdo de um dos clones selecionados.

2.2 Caracterizagcao dos clones recombinantes

DNA dos trinta e seis clones isolados foram preparados e seus padrdes de
restricao foram determinados apos digestao com as enzimas £co Rl, Xho | e Xba |
(dados n&o mostrados). Os clones isolados apresentaram doze padrées diferentes
de restricdo. Um clone de cada grupo foi selecionado e o DNA de cada um deles
foi digerido com as enzimas de restrigdo Bam HI, Eco RV e Hind ili (Figura 11).

Embora os padrées de restricdo desses 12 clones sejam diferentes. muitos
deles possuem bandas de mesmo peso molecular. Para verificar a relagdo entre
os clones e saber qual deles contém os dominios LKR e SDH, o DNA contido nos
géis, mostrados na Figura 11, foi transferido para membranas de ‘nylon” e
hibridizado com a sonda YAFF, que representa o dominio LKR, e com a sonda
SDHend, que representa o dominio SDH. Os resultados obtidos s&o apresentados
nas Figuras 12 e 13.

Os clones A M YAFF ll, » M YAFF IV e A M YAFF V néo apresentaram
hibridizacdo com nenhuma das duas sondas utilizadas no experimento e, portanto,
podem representar clones falsos positivos. Os demais clones apresentaram varias
bandas que se hibridizaram com a sonda YAFF. Os clones A M YAFF |, . M YAFF
VI, A M YAFF VI, A M YAFF Viil e A M YAFF IX também apresentaram bandas
que se hibridizaram fortemente com a sonda SDHend.

A anélise do padrao de hibridizagédo também evidencia bandas comuns entre
os clones, sugerindo que essas bandas se originam de regifes de sobreposigao.
Pela andlise desse padréao de hibridizagdo escolhemos a principio os clones A M
YAFF I, » M YAFF V!, » M YAFF IX e A M YAFF Xl para serem sequenciados. Os
clones | e V! apresentam o mesmo padrdo de hibridizagdo com a sonda YAFF e
divergem no padr&o de hibridizagdo com a sonda SDHend. Isso sugere que esses
clones apresentam uma regido comum no dominio LKR e diferenciam-se na

extensdo do dominio SDH. Apesar de se hibridizar fracamente com a sonda
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose dos clones genomicos A M YAFF apos

dlgestoes com as enzimas Bam Hl, Eco RV e Hind Ill. O DNA do clone gendmico
M YAFF X digerido com Bam HI nao é visualizado na foto. Os numeros a

esquerda representam o padrao de peso molecular (Ladder 1 Kb - Gibco BRL).
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A) Sonda YAFF

AMYAFF! AMYAFF Il A MYAFF i AMYAFFIV AMYAFFV AMYAFFVI
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Figura 12. Southern Blot dos clones genémicos A M YAFF I, I, IIl, IV, V e VI. Um png
de DNA foi digerido com as enzimas acima relacionadas. Apos transferéncia para
membrana de “nylon”, esta foi hibridizada em condi¢des de alta estringéncia com a
sondas YAFF (A) e SDHend (B) Os niimeros a esquerda representam o padréo de peso
molecular (Ladder 1 Kb — Gibco BRL) em ambas as figuras.
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Figura 13. Southern Blot dos clones genémicos A M YAFF VII, VIII, IX, X, Xl e
XIl. Um ng de DNA foi digerido com as enzimas relacionadas na figura. Apds
transferéncia para membrana de ‘nylon”, esta foi hibridizada em condicoes de
alta estringéncia com a sondas YAFF (A) e SDHend (B). Os numeros a
esquerda representam o padrao de peso molecular (Ladder 1 Kb — Gibco BRL)
em ambas as figuras.
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SDHend, o clone A M YAFF Xll também foi selecionado para ser seqguenciado.
Como pode ser visto na Figura 13 o clone A M YAFF Xll possui bandas que se
hibridizam com a sonda YAFF e que s&o comuns a outros clones. Isso sugere que
o clone A M YAFF Xll apresenta por¢cdes de DNA localizadas a 5" do gene da
LKR/SDH, cobrindo certamente a regido promotora do gene.

Os quatro clones selecionados para o sequenciamento (I, VI, IX e Xll) foram
digeridos com a enzima Sal |. Esta enzima libera os insertos clonados dos bragos
do fago » EMBL3. Os bragos dos fagos correspondem as bandas de S e 20 Kb,
enguanto as demais bandas representam os insertos clonados (Figura 14). O
clone A M YAFFI, digerido com Sa/ |, libera dois fragmentos de aproximadamente
8 Kb. O clone A M YAFF VI libera um fragmento de 5 Kb e outro que possui
tamanho igual ao bragco menor do fago (9 Kb). O clone A M YAFF IX digerido libera
dois fragmentos de aproximadamente 7 Kb e o clone . M YAFF Xll libera dois
fragmentos, um de 11 Kb e outro de 2 Kb. Portanto, podemos assumir que os
clones |, VI, IX e Xll, apresentam insertos de 18 Kb, 14 Kb, 14 Kb ¢ 13 Kb

respectivamente.

3. Seqlienciamento do clone genémico da LKR/SDH

3.1 Seqlienciamento “shotgun”

Para a resolugdo completa do gene da LKR/SDH, os clones gendmicos A M
YAFF VI e A M YAFF IX foram totalmente seqlenciados. Para esse
sequenciamento foi adotada a estratégia de produgdo de sub-bibliotecas a partir
de insertos dos clones gendmicos gerados ao acaso (“shotgun’).

Inicialmente foram seqUenciados 280 clones de cada uma das sub-
bibliotecas que contém insertos de tamanho variando entre 1 e 2 Kb. Apds as
montagens das sequéncias de cada uma das sub-bibliotecas foi verificado que os
clones sequénciados ndo eram suficientemente aleatoérios para cobrir a extensao
total dos clones gendmicos A M YAFF VI e A M YAFF I1X O sequenciamento das

extremidades de mais 50 clones de cada uma das sub-bibliotecas que contém
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose dos clones gendémicos 2 M YAFF I, A M
YAEF VI. % M YAFF IX e . M YAFF Xl| apds digestao com a enzima Sal I. Os numeros
a esquerda representam o padrdo de peso molecular (Ladder 1 Kb — Gibco BRL).



insertos de DNA entre 3 e 5 Kb, possibilitou a montagem da seqténcia completa
dos clones A M YAFF Vi e A M YAFF IX (dados n&o apresentados).

As duas grandes sequéncias montadas foram analisadas. A precis&o dos
resultados do sequeciamento permitiu a identificacdo de regides de sobreposi¢ao
entre as sequéncias dos clones VI e IX e a montagem final de uma unica
seqléncia, que foi submetida a analise em banco de dados utilizando o programa

“Blast”. Esta sequéncia resolveu a estrutura do gene da LKR/SDH (Figura 15).

3.2 Analise estrutural do cione genémico da LKR/SDH

O alinhamento da sequéncia do clone gendmico da LKR/SDH de milho com a
sequiéncia do cDNA da enzima (Cord Neto et al., 1999) mostrou que o gene e
composto de 26 exons e 25 introns distribuidos em 11 kb. Os 15147 pb
apresentados na Figura 15 contém a sequéncia completa do gene da LKR/SDH,
incluindo os dominios 5' e 3'. A Figura 16 mostra a organizacdo estrutural do gene
e a Tabela 1 mostra as seqiéncias que flanqueiam as jung¢des exon/intron,
conforme o consenso descrito por Brown (1986).

Na seqiéncia do clone gendmico de milho os 25 introns variam de 85 a 1028
nucleotideos, assegurando o tamanho minimo de 66 pb necessarios para o
processamento do elemento transcrito. Em suas extremidades 3’ e 5’ os introns
sdo determinados pelos nucleotideos ‘GT... AG’ (Brown, 1986) respectivamente e
apresentam um valor médio no conteudo de A+T em torno de 63% enquanto que
nos exons o valor do conteldo de A+T cai para 54%. Os altos niveis de A+T nas
seqliéncias dos introns parece ser caracteristica comum nos genes de planta.
Essa caracteristica parece assumir um papel fundamental no reconhecimento dos
introns e no processamento do RNA pela maquinaria celular da planta (Wiebauer,
1988).

Os 26 exons presentes na sequéncia do gene variam de 55 a 321
nucleotideos. O exon 2 contém o “codon” ATG, que marca o inicio da tradugcdo. A
regido interdominio estende-se pelos exons 12, 13, 14 e 15 e no exon 26 &
encontrado o “codon” TGA gue corresponde ao final da tradugdo. Na regido 3’ n&o

codante, encontramos uma regido que delimita um putativo sitio de poliadenilagé&o

W
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GGAGGGCCGAGGCGGGEAGCETCGCTGTTGCTGCGTACCTCAAAGCGTTCTGTGGGATCATGTCATACCACTGGAACGCTCGTTGE
TTTCTGAGCTGTTGGTCGATGTAGCAGAGAGGAGGTGGCGCGGCCGCAGAGARGGCGGAGAGGGGCGGCGCGCGGTCGCGGAGGRAG
GTGGCCCTGGCATCGGAGGCGCGGAGGCTTTGCGCARTCGAGGAGGTGCGCGTGGGAGTCTGCGGAGGGACGGCGCGGTGGCCGAL
AGAGCCGCGTCGGTGCCGGCGGAGCTGCGLGGTTCAGCGGAGAGAGT TGGGAGGGAGAGGCAGAGGGAGGRAGCGAGECTGGTCGA
GCTAGTGGTGGGGCTCTGCATCGGAGGATAGGGCACAGATCAGGGGAAGGTGATGGTGGCGGCTAGGGGAGGGAATCACGGTGTTC
TCTCGGACGTGCGCGGCGAGGGCGAGCTGACAACGCEAGGGGGCACCGEGCEGGGGCATGGTGARGGTGTGGACGTCCAATTTTGT
ATCTTATAGAGTTGTAGAGATARATATTAGAAATTGTTGGAGATGCTCTGTGAGAGACCAGCGAGGCAGCGCGAATGACTTTTATT
CACTGGGACTAGACATGTCCARATGEGECCEECCCGETAGTGGGCCCGTGACCCGGCACGGTCGTGGCCCGGCACGAGCACGGLLCE
GCCCGACTAGAACCGTGCCCGGGCCGGCCCGGTCCGATAGCCGTGCCGGGCTTGGGCTGGCCGTCTGGCCTGCGETGCAGGCACGE
GCCCGGCACGGTTAATTGGTATGCACGATAACGGCCCGTTTTAGGAATTTAT TTTGTAACTGTCAGTCTGTTTTTAGCTATAATAC
TGATAATATGTTATTATATAAGAGTATTCTGAATTGTTATATGTGT TTCTATGTGTATCTGARATTCTTTATCTAAGTATGTATCT
AARATTATAAATATAATTAATTGAATCTAAACTAAAT T TGAATATTATCCTTAAATTCTGAATTTTAGAGTTTTTTTTGTGTTTAC
GGGTCCGACCCGGCACGACAGGCCCGTCGTGCCTCCGGCCCGGCACGGCCCGTATARGAATAATCCTGTCGGGCCTGGGCTATGTC
AGCCAGCCCGCGAGCOGECCCGECCCGGCACGACACTGAACCGTGTCGGGCTTGGACTGACGCCCCTCGTGCCGGGECCAGTCETG
CCCETGCCGAGCCGGCCCGGCCCGGLCCGTTGGACATGTATAACTGGGACCGGTGTTTCTGTTGATCTCGTTCARARACTATGTTG
TAGAAACTATGATGTACTGTAGGCTATAATTTGTAGGTATAGCGAGTTAGTTCAGTGCTARATATTGARGGCTAARATATTTATAR
TTTTCATATTTTGAAAACATATTTATAT TTTTTTTARATAGTARAAATGGTACCAACGTATGCAGCTGGAGGCGTCATCTACTTAC
TTTGCTCCATGGACGCTGAGTTTTTGCTCAAGT TTCACTGCAGTGCTATATAGTTCGTCGCTCAAAACCCCTTTGTCCTTCGCACT
GGCAATCTAGTTCATAATATTAAGCTGTGTCTTTTGGCCTTCTCCACCTAGTCACACGACAGCATGGTTGGTATTTTATAATTTTA
TAATCCAGTGCACAATGCARARRCTTTTAAGACACGTAAGAGTAATTAATATTGTCTCTATCTAAATTARAATTTGTTTTAGTCAR
TTAATAAGT TCTTACAATATTTGATGTATACATATATTTTATATTTGTGTCTAGGTTCAACTTTATCCATTTARAAACAAGAGATA
AAACGATAACTACTTTAGGGTGARAGGAATACARACTATARCGGCAAGGGGTATTATAGACATTGCAARACRAGAGATCGARCCAR
TAACAGGTGTCAATTGCCTAACAATTTTTCCATAAATTCACARATTACAARAARRATGATCTCCATGCATCCGGCTTGGACATTAT
GATGAGTTTGGTAGGETTGTAGCTTGCCAAAARACGATTATGGTTTTTTT T TTARAAGCAGCTTTTCTGGTAGATCCGAGGCAATT
TTGCAAATCGTTTGAAAGAAACGACTTACTTTAAAGT TAGAGTCATTTTCCTATATTAATTARATTGCTAGTGCTAGAGTTAAARC
TGGTAAARCCTAATATTTGTGGCTTCTTCTTCGTAGTARRARATGTCTTCGCCTTTTARATGTTTTTCATAGTATGCCATTTAARAR
EPTRATGTTCCATAGR»TTTTATCATBGARRAACCA;AGCCGRRGCRTTGGCTCRETCTCTAATAAAP CATTTGGCTCCACTTCG

JCAAARALGGAG*GCAATGCGTCGTFGTemw2~rgaebv‘CGGCCGTACTCGRTTTCGTCCCCmCGCC”ACGCCCCAPGLFUTCCT
TGGCTCCTTGCOTCCEGCTCEEECAGTCCGGCTCAGAGTGCAGTTCCCTCT TTEGCTCTICTTCCCATCCCCATCETGTCETGTCG
TGCCGTGECGCTTCCGAGRCAGCTCACTCCACCAGCAGGGCCGTCACCACCACGTCGECGTCGCCATCCATCGTCCTCGTCGGAGEC

GON4 like glemento CCAAT
CAGGCCAGCTGAGAECTGACTCETCT CCCCGARAGGCTGGAACCGTCCAAAAAGGAAGGGT GCGEATAGCGTGTCCARATCGRAAT
TATA +1

CGRGCAGAGTTCCTGGECGACTGEGCGECTCTCTATTTPARGCTGACCT CCCTCCAGATARACTCCGCCAGCECAGAGGCCTCGTC
CGTCTCCETTTCCGTCTCCCTCCCCGCECCACCTCACTEGTTCGECGOCTOCECCEECECCEGTGCGCCATCTCCACTCCAGCGEG
CTCTACGCCGATCGAGCTGCCAGgtacggcacegegecacctectgettectctcegaceggegteccgaatatggecggeatcge
cagttaatctacctagecttgetttggagtategegtecgeacgggcacggggecgacggatgtacgeggectcectgeogegggggat
ogattcgtggecgggttttoceggaggttegggttaattaatttgogggtccaacggegaagtcecgtegatecagtgeggttaatttg
gggacgcecgggggecgggggccgggegeggtecgteggtagggegttgggetggaageggtgggegttaggggcecgteggegacge
caccgttgaccgtacacgtgeatttgoctccagaggatagggagggacgtgacaaagectgtgeggetgtgetgatgectgatgata
caggctettgtcocggacgaacttatgogtggeocgagatageoggeaggcagacegtgaggaggtggagactagggacggaacggaca
gtgtgagegtgatgcatcegtgacttagettgoetacgtggttcagettctggetactactgagagtgatcgttgegecgttcaag
cegtgegaagaccagttcatagtacaggagaaaaggaageggacatgttettcaatcatettacactagtagtgaagteacatget
acactactatcgtetctttgtcgggtagtaatcttgatttggaaccttcegtigetttggagtttggactggttcattcagtgget
gacactgggatggtgtactetgtcegacagetaccttteegacagotacectggttggactactagetttctctttigtttotttge
ccgocagegectggcgactatattecagattcagtaaaatgggogaatttecaactagtaatttgttategtagetegtagecaccaga
ttgocatgocgtetttgaactgtattecgteccotgacaacatetcactghattaattttgacactttetaacggeaetgactgtge
M G 8 A A
aac:caCttcattttcagGAGGTTGTGGRTTTCATGTCCGTGATCTAGGCGCCTTACTTGGACTCRGGTRTPGGTTCTGCTGCTR

o BB )

TGAGgtgtgtaatctgaccecttttgttgttgecaaaccgtgeggtgtttgataacecttgttetttaatgtgacggttaattatgt
GR NS I CNITS W IEIES ZREE AL [E)AUT | S IGNT W) W ool
tgattcaatttccactegecagGGCARTGACACCTTECTGEGCAATGGAGTTGTTGGGATTCTTGCTGAGACTTGTAATATGTGGGA
Re AR 0P iy B BatiSraH cCrmbn o Reelym Bipln (514G 65 € MG R SR L R I 5
APGAAUGFCGCCGTmAACTCCTTPCchTTaTGCCCGCCTmCerTHGUAGGAGGCAAURACGGRCCTCGAGTBAACCGGRTTBTmG
Vi, @ By s o RO RO CH H R R R YRR R e e, B S0 b L. g B CAEs
TGCAGCCAAGCACRAGGAGGATCCATCATGRCGCTCAGTATGAGGATGCAGGATGCGAGATTTCAGAAG&CCTGTCAGAATGCGGC
BB B BT R ol pE i

CTTATCATAGGCATCARACAACCCAAGgtcatatttetcattaagttagatactetattggacagtgetctataccaatatcagat
L ME LR DR AR YT A E CFE 8
atcaccatgattctgaaacgettggaggtgtettocacttaggeagtTGCAGATGATTCTTTCAGATAGRGCGTACGCTTTCTTTTC
BT W H KA QK BN M R L L B K
RCACACACACHAACCCCAAAAAGAGAATATGCCACWGTTAGACAAthattaaacataagctcgtaccttcatca*ttcaqtcgtc
L R Y 5 5 B
aactgccattgtcattcatgtaqgatattaaatcattgactaatgtcctcagATCCTTGAAGRAAGGGTGTCCTTGTTTGAT“RTG
B BARTIEOA Bl pieEnillisiCe depd Sorh iy I wedh et sesinnSiy Sl Mel Vg Pt O B H T B
AGCTAATTGTTGGAGATGATGGGARARGATCACTAGCATTTGGEARATTTGCTGGTAGAGCTGGACTGATAGATTTCTTACATGET
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CTCGGACAGCgtaagta:gatgaccaa:ac:aataaa:aactcgtgcagLgact* gataatatiatgccTiitggtacriggattttt
ccatctgagtttgttgcaggaactagttaatttgctcactgcaacttatgattaattgtttacaatgatttaaaatgaattcaact
gctga:tcatag:acaacccatgacttgtgatgtgcccgtttgqtgttg:atﬂtcact“aaﬂcag:::*agg TITocctgacaat

ttc3gGATATTTGAGCCTTGGATACTCGACTC”ATTTCTC”CTCTGCCACAA“”T"A*A"CTA“”CTT”CCTCCC”GCA CCAAGG

e

CTSCAUTCATT"T GT CAUAncACATKuCnPuATTTqu CTTCCA"” AATTTGTC A“l"“”“““”Tb“T”“v-cuA

GGAAACGgTzatigtgctgrcaacatatitccattitgatittitataataggaaaccectitatatggetactgicctacea
ttgacatatgatgcatctatttggggeattgegetctttgeeccetttagecagttgagtgetttaacactgggtcatectcataate
ttgatgagttaatggttccagtgcataaaatatttcttctactgegeatgtgatgttatgatcactgttittictatatecrattttt

ggccattgtacaaatactatgtegtttacagaattittctggtgtatgtgectgtcattttagtgcaagecttaaagaaaatacate
ttactctttcctttcaaaggtcaaaatgacattaccttattgacatctecttgaattagtgtggtraaatatgatttgtgaaacta
aatatctraagcctgctggcactagggcgatattgatagcattacattgaccaaaaagtratat agata;acatgc*“’”'aaaga
33a:aaaaaa::agaccg:aggg-avya_ﬁuvwvaa_-_,,av-=ccu,aj javju~,;v__a T333223TCITTICATTISSC

GTGCGCAGE! ATATTCAASTTATTSCCCCATA

gatgg*cagt ataacaactttttgttatat ccagagatgtattcgaccacatacccacat taat tca'cgct ctcgtte
actggttgtgcatcaggagcctttgegectatetgtttttttttgtt ataacggcaatgtcctaatgtagttaatcg::ttahaca

Tatagartcriaaatatatitttaadtaaatigcatccatatinitcagtt :::,c:aa_:agacaaaanvva:a::a*pu::::
agtgcc::act:aaaaa:cttaaa:”*g:gtaa:c:gcag@ TGACTATTATGCCTCATCCAGAACACTACACZCICCTGET
G AALAATTFC”CVP A”GCA“”””TFR PGgfatg*:"° ggatgactgetiitgtcagaaattyticogatgtacte
caactagaacatgrttititatcaactitgaacatgtgagaccagocatatatgggaattacctigitntgatgcaata
tttaatacageccaggcacacaatictinictgtittigttaatgttaatacicttagcaagatgcagagotiictagaagagttaa
cctgctgggtcettggetggggttecgtcaccttagectgecttaagaatagectgataccettagageggtcgggtcaggttctertgtt
gatatgtaatctttttttgcgtctteggtgtggtgtgtgatgatcttgetcagcaaggtectcatcatgtaggacetetetttttt

ctctctaatatataaagatgcacagctctcoctgegegttcgagagaaaaaatgttaatactcttaagaaagtgcagtatageatat
aacagttttagggtaaaaactatttctatccatgataacatcactttgtggtagtttttatataagatggtgggatttagraaata

gcrtgcT 2:t’at*‘*aa‘ﬂaa*ttctagagta”cca at ftg:CAa:=ﬁtﬂ'agtC"a*aa“ TgogToTTatggTiienszagy
APA mﬁmAﬂCTATTGGQACAAGAUCTTTCCACpATTAﬂmAAA“AMPLAMFFCTTAp? CAATT”Dm”GA”A TTGTCCTTTAG
LvJUCQTmmFMﬁACATAACTT ”GA”A““ GAGGTTCCATW AATTTA“CAACAAGAG”ACATCAA”AuAGACG””TTTCTTTCGg

taatacgttccectccattttccattcttaaatttaaaactggaaaaggtataataacccatgagtagecagtcataatatcctaaagqg
gtgttggcattacttacatccctaatrcttttgaatattcattgtggatgcacagtttgettacagtattctgtcettgectagtt
TgragttcagrnggoattcoctgatatttacagcaccotaggrTcioggts gc**:“*””*”aat:ac:abagt_ac“~::aa_agt
Pta:acgta:gat:h:aactaattacgggata gcaac cafagGmATCAWCCWT"TAALAATTCA”D””P“"K”ﬁlﬂA“”G

e
») s

tor

AAuGTGCCCGAGTGCT TGCTTGGCTGTTGACATTCTC CMALACMATTCMFTAAAGAUgfaC crTalccaatcicTiTitiaage
gtctgagcatttttgagaaaaaaacttatttataagatgectgcaaagtactgaggcgtacatattaacttgtgtticatggtacte
gaagcgaccaaagcatgatttgcacctgattggttggtgectagttgtatcacacatgcaagcatctaaatttggaagttaatccat
ccaccttgggcgacgtggcatgcaaaatggacacgaacgtggcataaaacactagattaattettgtgtgtactgecactggegtc
tggtatttatagtagcgottgeoogngecttaaaaacagaatggagtaacagatttcitactacaataaagatgctantoigiatag

gca::ag:::gct;cattga:cttactttttt:tt::cgaa atfgat ct;t:gtccca::a:a::;gaa:cat;tagGCC

uuuAACF“TTTCGAAP”A“ACTAmCTACACTTCTTGCWAGTTTCGCCWCA GAAuCAAC”G LAQAAC”M”"mm””MAC"”"A;A

ACAC’*”"”A“T””ﬂpATHC” PAGBMWAAC*"”Tm“””A“PAD”A“A*”””WA CA“”A”AAA“RC”A””3*~,aa;::::aaa
tacttctattcttcattgttgtattectetcagatagttcacttgtacgatgtgatccatataggtgcaaaccactcaaatagata
ttgttaaaatatgtggattattttagtgttttgcactatgcttgttattctacaatacggggagtagectttiattaaacagecet
Jcaaattgtgtccttcaaagtttcagttggeggactttecttaccatggcatagactatgettgtatecccteccaaactcacactatg
ctgagtataaaagggggtagaccggtagagtgtacttatgectgtggaattagttattgtataggatgctactatgaatacatceece
ttgcactectttgtgcagagtgtttccccattgggecatgttaatggatgtgtttcttaactictatagttctactattgtaaacca
Jaacacttcaggttggataaaggactaagtggectagtttttactcttttttgectttaactagtatgetttgttggttatttttaa
taagtggacaagcatctctgattcatgtgtettttgttatcttatcaataatttgaacaccatcatattecctgtccctttastttt
ttpgt*cagaaacttcLctatgtagtggttgctca*gftgtataLattgttttttngga*tt“cca;agcatca”abaaat‘c T

ttctcattatggtgettaccagrattitaccaatngocacatittaatgglacttaatgtt gyt TR agTIatInI o
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GAAATGGGCCTAGATCCT;uCA“ACctacttcctcattgtaatggtcac:;agaa
tcctgtaaaaaaag:ttatgta:a:tta guagA””ACT GATGTCAATGAAGAT

SATTGATGAAGCTCATG pA”GAAAuCuFRAAPTAAA CATTTACATCTTAC“CLGC“ GA CCCP“C”CCACC“GuAuv CA

ATCCGECTTGCCTATAAATTCAGg T agatgTatccatttttttetcgaacgcgiaggagaactgegeatcattatattaagaagaaa
ataggtaatacaaggtccaaagcggtagaggtatccatgttcta aagtaatccagttatcagtactcaatagtagtacaatgaggtt
Trotacatcocaaatattsttaacaataatatiioacatggtgt ,qaaa gctaataa

tccattcaaacaaatcatgtgocattiTitt

oy

tratcttoctetttttcagTTGGAARCCCAGCTGGET p“pTCCGGTCAGGGAAAAATCCTGCAGTCTACAAATTTCTTCG“ AGACG

t

ATCCATGTAGATGgtaagtctgttacaatititatt
ctttttttcaaaaaggatggcagtagctttacata

aacacacTgataggaatagtaccazttoagagga

tctcctgacctgctacactasataaggagcaagtgottgotcgratgute
attggtcaagagagaattagatgctacaaattacaacacacatctcatat
ccecatgatggoctatattaaatgggagatatggageccttggatctating

DO

atatcct;gaatctaatagtct:t gaaa Ga*gga?tactccacacagc Tgagtgatttacttaccacttcaatticaatag

TCATAACTTGTATGAAT AuCAAAuAuFC”CAuPCTAuPACA C PCC “TTGCTCTGGARCACTTGCCAAATCGGAATTCCT

T3ATATATGGTGACCTTTATSEG ATCTCCAAAJAAuCATCCACC TATATAGGGCTACTCTTCGTTACGAAGgLaagcaactgcat

TEGETTOTTTS n*nﬁmph‘«ATﬂATnpAamp TGOAR AmA:mnﬁmﬁGran‘A:AT
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GTTTCCTTGATGAACTACTGAATAATAT

TJ\A”AP““RA”lCGG;CTTAGATA

A”TuvuACACTGTmGAAGC“”GG"”GTTGCAAAAA AAGGAAATAGCTGTTAAGACAGTCAAARACCATCAAg L agLcot Tt gat
ccgtgctacaaaattcata;ctutLctgaactgftguagtgaaatataaatgttgccatcaagttaatatgtLaaagaabcccctg
gcaaaaaatgai‘faggaa*aafagaaa aggasacatgaatgrighagtighatitiagaactgacaaaacacgatcatacacga

CagGTTCTTGGGACTACATGAAGAGAC”JAAATAC””AASGGTTGTTCGAGCCCATTTGATGTGATTTGCCAGCGAATGGAACAG
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2822 AGGATSGCCTATGGCCACAATGAGCAAgTGagGohtaatastaccitagcacatgtottatgtotcatgigliiglatgtagotghse

9908 aaaatatccgtgctacagttctttctttctttctgaaaccataagagattcaacctactaattttattgtttgtagttgccctaat
9994 cagttctgttgtataaatttgacagggacaaaactcagatacaaaacagacttttaattccttgtagatctgcagtagattacccg
10080 t:taacgattaatgtgaatcccaaacttc:tttcaga:t::;t:::a:caga::ag:::gca::a:a::tca:ac:;i:::ta::t

3I32 TCCACTACGAAGTCGAGE

CEATTAGGCCTCTGCARCCEGARATCTACGTTCCAGg Tzt goTacgTagttt

AAAGAAACCTCTSTATATATGACCTETCGATATTAAATAATGICEATC

@]

e lalella

CTAGTAAATGAGAGCAACCAGCGAAGCATAAACAAGATGAGACGTCAGAGCAGCAACAACAACCTGCGTTGCIT

Pig

c L

g ATATTGCATCGGTTCTCCGAATGAACTTTGCATCCTGTGCACATCAGACATGTCCCAGAGGGATTTCAT TTTCATTAAATT
2 ACATATCAGCAAATCTGCTTATGCGTCGAGATATTTATGAGAGGGGAAGAGAGCTTCATGAAACCAAACCGGTCCTCACGACTAC
8 CAGGCGATGAAATCCCCGCTAGGCTGATTGCTTGATCTATC TACTGCGGCTGCTCCAGTTCCTCAGGTGGGCACCGGCGCTTCCTT
4 CCACGGCTGCTACAGTCCAGACTCTTCCTGTTTCGCGCCAACTCCCTCAAGCCCCTACCCTACAAACCCGCTTCAACGGCTGTTCC
0 TCAGGTGGACAGTTTCTTTTTCAGTCAGTAATACAACGCTATAT TTAAACAGGCACCCACTGTATTTCTTCCTTTTCAACACTCAC
3 TGTAGCCTGTTTCTGACTTTATGTTCAGTTCGGTGTCGGCAACAATTGCCACAGGTACAGTGAACCACCAAGCGGATAACCTTGTC
2 TPAAAAACATGTGGTACAGGATGCAATCCCTGGGGATCCAGATTTCAAAACARACAACAATCCTTGCATAGAACCTCACGATGACA
8 CAATCACCGAAAAGATCCCGGAGTTCTAAAATCAACATATTCCATGAAGACACTCTCTAGTTGTACACCATATACTTGGGTGTTGC
4 ACTGAATTTCTGGTAGCCCTTGATGACCTTATTGACAGCATCGAGARRATCCTTCTCTGTCACCGTTTTCCTGCGGGCACGAATGG
0 CATACATCCCGGCTTCTGTGCAGACGCTCCTTATATCCGCTCCTGGAGTAACAAARGCAAGGCTATGTGAGAACCTGATCATCTATC
6 GCAAAGTCTTCAAGTAAATCAATTGAATCAAGCAGAAACACAAACATTCTGCTGARACCACAAAGCAACTCACCAGTAGAGTTGGG
2 GCAGAGCCGTGCCAGAAGCTCGAAACGAATATCTCGCTCGCAGT TCATGGTGCGTGTATGGATCTTAAAGATTTGGGTACGGCCCT
8 CCAGGTCAGGTAGCCCGRAATTCTACCTTTCTGTCCAGACGACCAGGACGCAGRAGTGCAGGATCCAATGTATCAGGCCTGGAAGGA
4 AAAAAAAACAAAAAGTGGTCAGCTTCTGGGACCTGGGATATGGCCAATAARTTTTAAAGCCATATCAGTTCAAGACATGGAGCCTA
0 TAAACAATAGATTTTCGTGCAGAACATTGCATATTCAAAATCCTATGTTTCTTCTGATAATAGCTTCAGAATAGAGCTCGAGGTAA
6 GCACATAAAA
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Figura 15. Seqiéncia de nucleotideos (em preto) e sequéncia deduzida de
aminoacidos (em azul) do clone gendmico da LKR/SDH de milho. Na figura os
introns estao representados pelas letras minUsculas e a seqiiéncia correspondente
aos exons estao representadas em letras maiusculas a direita da posi¢ao +1, que
indica o inicio da transcricdo e que foi determinada pela analise da sequéncia do
clone de cDNA de milho. A regido promotora e reguladora do gene esta
representada pela porgdo 5 nao codante a esquerda da posi¢do +1. Dominios
conservados da regido promotora, responsaveis pela possivel modulagéo e ativagao
da transcricdo, estdo assinalados em amarelo. Na regido 3' n&o codante a
sequéncia de um provavel sitio de poliadenilagéo esta indicado em vermelho.
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Tabela 1. Lista dos introns e sequéncias das bordas das jun¢des exon/intron do
clone gendmico da LKR/SDH de milho.

Intron Exon/ Sequéncias delimitantes da /Exon Intron

nuamero (borda 37) borda dos introns {borda 57) $A+T
1 ...GCCAG 3~ 5°-GTACG. . .TTCAG-3" 5°GAGGT... 44.9
2 ...CTGAG 3~ 5°-GTGTG. . .CGCAG-3" 5°GGCCA...  59.8
3 . .CCAAG 3~ 5°-GTCAT. . .GGCAG-3" 5°CTGCA... 59.6
4 . .ACAAG 3~ 5'-GTATT...CTCAG-3" 5°ATCCT... 64.1
5 . .ACAGC 3~ 5'-GTAAG. ..TTCAG-3" 5°GATAT... 64.8
6 .. .AAACG 3~ 5°-GTAAT...GACAG-3" 5°TCTCT... 65.6
7 . .TTCAG 3~ 5°-GTATT. ..TACAG-3" 5°GCCAG... 74.2
8 . .ACAAA 3~ 57-GTAAT...TGCAG-3" 5°GGTGA. .. 67.0
9 . .CATCG 3~ 5’ ~GTATG. ..TGCAG-3" 5'TAAAC...  62.4
10 ...TTTCG 3~ 5°-GTAAT. . .CATAG-3" 5°GTATG... 61.9
11 . .AAGAG 3° 5°~GTACT. ..TGTAG-3" 5°GCCTC...  61.1
12 .ATGAT 3’ 5°-GTAAG. . .TGCAG-3" 5°AGATT...  64.9
13 ...CCCTG 3~ 5°-GTTAG. . .CAGAG-3" 5'GTATC...  70.6
14 ..TTGAA 3~ 5°-GTGTA. . .CAGAG-3" 5'GTAGG...  69.3
15 .AAGAG 3~ 5'—gTAT. . .TGC&g—3' 5"ACAGT. .. 63.8
16 .CTCAG 3~ 5'—_GEAAG. . .TGCAG-3~ 5°GTTGA. .. 62.0
17 . .TAGAG 3~ 5°~GTAGT. ..TACAG-3" 5°TTGAA...  67.7
18 .CATAG 3~ 5'—ﬂACT. . .TGCE—3' 5’ATCAC... 70.2
19 ...TTCAG 3’ 5°-GTAGA. ..TTCAG-3" 5'TTGGA...  66.7
20 .. .AGATG 3~ 5'-GTAAG. . .AATAG-3" 5°GTCAT...  62.4
21 ...CGAAG 3~ 5°-GTAAG. ..TGCAG-3" 5 GTTTT... 56.7
22 .. .ATCAA 3’ 5°~GTTAG. . .AGCAG-3" 5°GTTCT...  65.9
23 ...AGCAA 3~ 5°-GTGAG. . . CAGAG-3" 5°GACAT...  63.8
24 ...CCCTG 3~ 5'—§IACT...CAG¢_A§—3/ 5°CTATT... 58.7
25 .TCCAG 3~ 5'—§EGTG...TGA1LG—3' 5°CATTG. .. 51.8
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definido pela seqiiéncia consenso AATAAAAA (Joshi, 1987). Esta sequéncia
localiza-se a 103 pb “downstream” da sequéncia de terminag&o de tradug&o
(TGA).

Na regido 5 nao traduzida do gene alguns sitios conservados sao
encontrados (Figura 15). A sequéncia consenso ao dominio TATA box (5' -
TATTTTAAGT- 3') é encontrada na posigdo -25 pb do inicio de transcrig&o,
condizente com o posicionamento da maioria desses elementos em plantas (Joshi,
1987). A -76 pb do inicio da regido de transcricdo posiciona-se o elemento
CCAAT.

Outros dominios também sao encontradas na regido promotora. Na posi¢&o -
131 pb ha um dominio que se caracteriza como um "GCN4-like" (5' -
AGCTGACTCCT - 3') e ha fortes evidéncias de que esse dominio media a
resposta ao nitrogénio em plantas (Muller e Knudsen, 1993). A -374 pb ¢
encontrado uma regiao conservada que se caracteriza como um G-box. O dominio
G-box é encontrado em varios genes de plantas e parece estar envolvido na
resposta a diversos estimulos ambientais e/ou fisiolégicos (Menken ef al., 1995).
Sequéncias similares ao elemento G-box (5' - CCACGTGG - 3') s&o comumente
reconhecidas por proteinas bZIP de plantas, como por exemplo o fator Opaco-2.
Fortes evidéncias sugerem que o gene da LKR/SDH possa estar sobre o controle
do fator de transcrigdo Opaco-2 (Brochetto- Braga et al., 1992).

Comparagoes feitas entre as sequéncias dos clones gendmicos da LKR/SDH
de milho e a de Arabidopsis thaliana (Falco, et al., 1997) mostrou que o gene de
milho possui um intron a mais do que o gene de Arabidopsis. O gene de milho
possui 25 introns e 26 exons enquanto que o gene de Arabidopsis possui 24
introns e 25 exons. O exon 2 na sequéncia do milho esta ausente na seqléncia de
Arabidopsis.

A Figura 17 traz uma representacdo esquematica do posicionamento dos
introns e exons do gene da LKR/SDH de milho e do gene de Arabidopsis e a
Tabela 2 traz os dados referentes ao tamanho desses introns e exons. Pela
analise dos dados vé-se que a somatéria dos nucleotideos referentes aos exons e

aos introns em milho correspondem respectivamente a 3360 pb e 7360 pb. Em
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Tabela 2. Tamanho em pares de bases (pb) dos introns e exons dos clones
gendmicos da LKR/SDH de milho e Arabdopsis thaliana. Os numeros a esquerda
da tabela referem-se ao numero do intron e do exon na sequéncia do clone
gendmico de milho.

EXON (pb) INTRON (pb)
posigao MILHO  ARABDOPSIS ~ MILHO = ARABDCES.S

1 12¢ 1028
2 72 91 102 352
3 264 303 104 50
4 37 87 52 78
5 130 130 253 83
6 174 174 620 80
7 RO 83 248 68
8 117 117 352 93
9 76 76 649 132
10 172 172 307 83
11 57 97 453 90
12 164 167 790 88
13 55 61 109 190
14 142 141 186 203
15 321 351 199 94
16 81 1 203 93
17 66 66 121 152
18 118 118 94 123
19 130 130 255 101
20 50 80 330 96
21 159 159 90 81
22 253 232 191 96
23 109 109 390 100
24 162 162 109 94
25 70 70 85 97
26 56 53



Arabidopsis 0s exons e introns correspondem a 3310 pb e 2747 pb
respectivamente (Falco et al, 1997). A analise das sequéncias do gene da
LKR/SDH nessas duas espécies revela que a grande diferenga existente no
tamanho desses clones se deve principalmente ac tamanho total dos introns;
conforme referido anteriormente, os introns em milho variam de 85 a 1028 pb e em
Arabidopsis de 68 a 352 pb. Os dados apresentados na Tabela 2 revelam ainda
que o tamanho das sequéncias dos exons em milho e em Arabidopsis possuem

uma correlagéo.

3.3 Analise da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do gene da LKR/SDH

A sequéncia deduzida de aminoacidos do clone gendmico da LKR/SDH de
milho revela um polipeptideo de 1060 aminoacidos (Figura 18 A). Em SDS-PAGE
um Unico polipeptidec de 125 kDa é observado (Brochetto-Braga et al.. 1992
Gongalves-Butruille et a/., 1996; Kemper et al., 1998). A analise dessa seqguéncia
revelou a presenca de um dominio de ligagéo de Ca®" (EF Hand like) na regido
delimitada pelos aminoacidos 382 a 396 (Kemper et al., 1999). Estudos recentes
mostraram que o Ca®* em altas concentragdes esta envolvido na ativagdo e na
modulacdo da enzima LKR (Kemper et al., 1998).

A comparacéo da estrutura primaria da proteina deduzida de milho com a
seqliéncia da proteina de outros organismos revela vérios dominios conservados.
O sitio de iniciacdo ATG e os codons de terminagdo, apresentam alto grau de
similaridade. Os residuos H-110, K-113 e R-145 do dominio LKR de milho (Figura
18 B) sdo conservados em todas as sequéncias. Esses residuos s&o essenciais
para a ligacdo da sacaropina a proteina LYS1 (Ogawa et al., 1979, Fujioka et al.,
1980; Ogawa and Fujioka, 1980; Fujioka and Takata, 1981).

Na Figura 19 esta esquematizado a comparacéo entre a sequéncia deduzida
de aminoacidos da enzima de milho e de outros organismos que apresentam
enzimas mono e bifuncionais da LKR/SDH. A enzima bifuncional de milho e
constituida por um dominio SDH C-terminal que apresenta 42 % de similaridade
com a proteina LYS9 de levedura e 27 % de similaridade em seu dominio N-

terminal com a proteina LYS1 de levedura. Similaridades significativas entre a
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A)
MGSAATEGNDTLLGNGVVGILAETCNMWERRAPLTPSHCARLLLGGGKNG so
PRVNRIIVQPSTRRIHHDAQYEDAGCEISEDLSECGLIIGIKQPKLOMIL 100
SDRAYAFFSHTHKAQKENMPLLDKILEERVSLFDYELIVGDDGKRSLAFG 1s0
KFAGRAGLIDFLHGLGQRYLSLGYSTPFLSLGQSHMYPSLAAAKAAVIVV 200
AEEIATFGLPSGICPIVEVFETGVGNVSQGAQEIFKLLPHTFVDAEKLPET 250
FQARNLSKQSQSTKRVFQLYGCVVTSRDMVSHKDPTRQFDKGDYYAHPEH 300
YTPVFHERIAPYASVIVNCMYWEKRFPPLLNMDQLQOIMETGCPLVGVCD as0
Cca® EF Hand like
ITCDIGGSIEFINKSTSIERPFFRYDPSKNSYHDDMEGAGVVELAVDILP 400
TEFSKEASQHFGNILSRLVASLASVKQPAELPSYLRRACIAHAGRLTPLY asc
EYIPRMRNTMIDILAPAKTNPLPDKKYSTLVSLSGHLEDKFLINEALDIIE soo
TAGGSFHLVRCEVGQSTDDMSYSELEVGADDTATLDKIIDSLTSLANEHG sso
GDHDAGQEIEILALKIGKVNEYETDVTIDKGGPKILILGAGRVCRPAAEFL so0
ASYPDICTYGVDDHDADQIHVIVASLYQKDAEETVDGIENTTATQLDVAD sso
IGSLSDLVSQVEVVISLLPASFHAAIAGVCIELKKHMVTASYVDESMSNL 700
SQAAKDAGVTILCEMGLDPGIDHLMSMKMIDEAHARKGKIKAFTSYCGGL 7s0
PSPAAANNPLAYKFSWNPAGALRSGKNPAVYKFLGETIHVDGHNLYESAK sco
RLRLRELPAFALEHLPNRNSLIYGDLYGISKEASTIYRATLRYEGESEIM sas0
VILSKTGFFDAANHPLLODTSRPTYKGFLDELLNNISTINTDLDIEASGG soo
YDDDLIARLLKLGCCKNKEIAVKTVKTIKFLGLHEETQIPKGCSSPEDVI ss0
COQRMEQRMAYGHNEQDMVLLHHEVEVEYPDGQPAEKHQATLLEFGKVENG 1000
RSTTAMALTVGIPAAIGALLLLKNKVQTKGVIRPLOPEIYVPALEILESS 1050
GIKLVEKVET 1060

B)
ZEA FFSHTHRAQKENMPLLDKILEERVSLFDYELIVGDDGKRSLAFG
ATH FFSHTHRAQKENMPLLDKILSERVTLCDYELIVGDHGKRLLAFEG
CEL FFSHTIKAQQDNMEMLDTILQRNIRLLDYEKICDDKGKRLVMEG
CAL QFAHCYRDQAGWQDVLKRFPQGNGILYDLEFLENDQGRRVAAFG
YLI QFAHCYRDQGGWKDVLSRFPAGNGTLYDLEFLEDDNGRRVAAFG

SCE QFAHCYRDQAGWONVLMRFIKGHGTLYDLEFLENDQGRRVAAFG
* * = . * * * - T A ) % *

Figura 18. A) Seqléncia de nucleotideos deduzida do clone genﬁmico da LKR/SDH de
milho. Na figura esta assinalado um dominio de ligagédo de Ca“* (“EF Hand Like”).

B) Alinhamento de subregides do dominio LKR homoélogo aos sitio de ligagdo de
substrato na proteina LYS1. Os residuos essenciais a acoplagem do substrato (H-110,
K-113 e R-145) estdo em negrito. Os asteriscos (*) indicam os aminoacidos
conservados. ZEA, Zea mays; ATH, Arabdopsis thaliana; CEL, Caenorhabditis elegans;
CAL, Candida albicans; YLI, Yarrowia lipolytica; SCE, Saccharomices cerevisiae.
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Figura 19. Diagrama esquematico das similaridades entre polipeptideos mono e
bifuncionais da LKR/SDH de levedura, plantas e animais.

A seqliéncia de amino acidos predita pela sacaropina desidrogenase (LYS1,
formadora de lisina) e pela sacaropina desidrogenase (LYSS, formadora de
glutamato) de levedura foram alinhadas ao polipeptideo bifuncional da LKR/SDH
de plantas, nematodos e mamiferos. O alinhamento das seqiiéncias e a analise
das similaridades foram feitas com o uso do programa “MACAW program
applying” e “BLOSUM62 matrix’. O nivel de similaridade de cada posicao esta
designada pelo seguinte cédigo de cores: vermelho, > 90%; azul claro, 50 a
90%; azul escuro, 10 a 49% e branco,< 10% de similaridade.
Na figura estdo indicados os dominios LKR e SDH que correspondem
respectivamente as proteinas LYS1 e LYS9 de levedura. A U(nica regiao
interdominio  presente no polipeptideo bifuncional de plantas também esta
indicada. Os espacos em branco indicam sequéncias e "gaps” introduzidas para
maximizar a homologia. Nomenclatura e nimero de acesso sdo: SCLYSHT,
Saccharomyces cerevisiae (P38998); CALYS1, Candida albicans (P43065),
YLLYS1, Yarrowia lipolytica (P38997); ZMAYS, Zea mays (AF003551);, ATH,
Arabidopsis thaliana (U95759); CEL, Caenorhabditis elegans (AF038615), MUS,
Mus muscullus (AJ 224761); SCLYS9, S. cerevisiae (P38999) e SZLYSS,
Schizosaccharomyces pombe (AL022244).
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proteina de milho e as proteinas camundongo e C. elegans tambem s&o
encontradas (42% e 46 %, respectivamente).

O alinhamento da seqléncia deduzida de aminoacidos da LKR/SDH de milho
com a sequéncia da proteina de Arabidopsis revelou uma homologia em torno
de 66% (Figura 20). Considerando-se os trés dominios da proteina LKR/SDH
(dominio LKR. regido interdominio e dominio SDH) e se comparando o resultado
do alinhamento das sequéncias deduzidas de milho e Arabidopsis s&o
encontrados valores significativamente diferentes para cada regido. Assim. na
regido do dominio LKR a homologia entre as sequéncias aproxima-se de 73 %. Na
regido definida como interdominio essa homologia cai para 58% e na regidoc do
dominio SDH a homologia entre as duas sequéncias é de 60%.

Como no gene da LKR/SDH de Arabidopsis thaliana, ¢ gene de milho
codifica uma proteina que ndo possui na sequéncia N-terminal peptideos de
transito para mitocdndria ou plastideos, pois difere em pelo menos trés posigdes
importantes descritas por Von Heijne et al, 1989 para genes de plantas. O
segundo aminoacido ndo é uma alanina e sdo encontrados aminoacidos
carregados nos primeiros 10 residuos (Glu-7 e Asp-10). Além disso em
sequéncias de aminoacidos que se caracterizam como peptideos sinais de varias
organelas os niveis de serina encontram-se em torno de 20 % e na sequéncia
deduzida de milho os primeiros 100 aminoacidos ndo sao ricos em serina

(somente cerca de 5%).
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Figura 20. Comparagéo da seqléncia deduzida de aminoacido dos clones gendmicos
da LKR/SDH de milho e Arabdopsis thaliana. Os asteriscos (*) indicam os aminoacidos

idénticos.
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4. Numero de genes no genoma do milho

Para determinar o numero de genes da LKR/SDH no genoma do milho e em
cereais filogeneticamente proximos como Coix e sorgo foi realizada uma analise
por “Southern blot”. Quando a membrana contendo DNA gendmico de milho, Coix
e sorgo digeridos com Bam HI e Eco RV foi hibridizada sob condigbes de alta
estringéncia com o fragmento de DNA de 1.2 kb obtido por RT- PCR. que
corresponde a regido central do ¢cDNA, uma Unica banda foi detectada em cada
canaleta.

A hibridizagdo do DNA gendmico de milho digerido com as enzima Bam Hi
mostrou uma banda com aproximadamente 8.0 kb e na digestdo do DNA
gendmico de milho com Eco RV uma banda com 9.0 kb é visualizada. De acordo

com o mapa de restricdo essas bandas s&do as esperadas (Figura 21).

5. Analise da expressao temporal

Quando o RNA total extraido dos endospermas de milho normal e opaco 02
em diferentes estagios de desenvolvimento foi hibridizado com a sonda LKR 1.2
Kb . foi verificada a presenca de varias bandas com tamanho entre 1.5 Kb e 4.1
Kb (Figura 22). O transcrito de 3.5 Kb corresponde a maioria absoluta do total de
transcritos e condiz com o tamanho do mRNA predito pela seqléncia do clone
gendmico. Os outros transcritos provavelmente se originaram de transcrigoes
alternativas do mesmo gene da LKR/SDH existente no genoma do milho.

Pela analise da Figura 22 . verificou-se que o pico da express&o do gene para
o milho normal é de 15 DAP. decaindo nos estagios subsequentes do
desenvolvimento. A 35 DAP a expressado do gene € nula. No milho opacoZ2 o pico
da expressao é de 20 DAP e assim como no milho normal a expressao do gene
decai durante o desenvolvimento, sendo nula a 35 DAP. No entanto, a 20 DAP o
nivel de expressdo no mutante é bastante reduzida quando comparado com ©

nivel de expressdo do milho normal.
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Figura 21. Em A é apresentado o padrdo de restricao do clone genémico da enzima
LKR/SDH de milho com as enzimas de restricdo Bam Hl e Eco RV. Na figura a regiao
delimitada corresponde a extensédo do clone genémico abrangida pela sonda LKR 1.2 Kb
Em B, "Southern blot" de DNA gendmico de milho, coix e sorgo. Dez microgramas de
DNA gendmico foram digeridos com as enzimas indicadas acima e separados em gel de
agarose, transferidos para uma membrana e hibridizados sob condicbes de alta
estringéncia com a sonda de 1.2 Kb do plasmidio pKS/LKR. Os nimeros a esquerda
representam o padrdo de peso molecular (Ladder 1 Kb - Gibco BRL).
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Figura 22. Quinze microgramas de RNA total de milho normal e opaco2 (Oh4302)
foram fracionados em gel de agarose a 1.5% contendo formaldeido a 0.66 M,
transferidos para membrana da "nylon" e hibridizados com a sonda LKR 1.2 Kb. O
padrdo de peso molecular foi visualizado pela adigéo de brometo de etidio ao gel.

A direita estdo representados estes padroes.
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Discussao

O estudo e a compreenséo da via metabdlica de sintese e degradacéo da
lisina é de grande importancia, devido a concentragdo limitada desse aminoacido
essencial nas principais fontes de alimentos como os cereais. A caracterizagio
das propriedades das enzimas envolvidas na sintese e catalise da lisina e a
analise de mutantes onde essas propriedades se encontram alteradas, contribuiu
na elucidacdo dessa via metabdlica.

No endosperma de milho o catabolismo da lisina desempenha um papel
importante no mecanismo de controle nos niveis de lisina livre (Arruda and Silva,
1979; Silva and Arruda, 1979). Estudos prévios mostraram que esse aminoacido é
catabolizado em plantas pela via da sacaropina (Moller, 1976; Arruda and Silva,
1979: Silva and Arruda, 1979; Bryan 1980; Gongalves-Butruille ef al., 1996) cujas
enzimas chaves sdo a LKR e a SDH. Entretanto os mecanismos moleculares da
regulacdo do catabolismo de lisina ainda ndo estao claramente elucidados. Assim
sendo, para uma melhor compreensdo desses mecanismos moleculares
envolvidos no catabolismo da lisina em plantas superiores, nds isolamos e
caracterizamos o gene da LKR/SDH de endosperma de milho.

A posse de um clone de cDNA da LKR/SDH de milho (Cord Neto et al,
1999) em nosso laboratério serviu de ponto de partida para o isolamento do clone
gendmico. A analise da sequéncia desse cDNA permite a identificagdo de dois
dominios (LKR e SDH) separados por uma regido intermediéria, cuja fungéo ainda
ndo esta definida. Essa analise permitiu a escolha de fragmentos ideais para a
selecdo do clone gendmico. Assim, um fragmento de 522 pb correspondente ao
dominio LKR do cDNA (sonda YAFF) e outro fragmento de 720 pb correspondente
a regido SDH do cDNA (sonda SDHend) foram utilizados no isolamento e
caracterizacao inicial do clone gendmico.

A utilizacéo de dois fragmentos como sondas para o isolamento do gene da
LKR/SDH deve-se a presenca de dois dominios na proteina e principalmente
devido ao tamanho esperado do clone gendmico. A andlise do tamanho da
seqléncia do clone de cDNA da enzima de milho e a analise da estrutura dos

clones gendmico e de cDNA de Arabidopsis thaliana, sugere que o gene em milho
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apresentaria um tamanho ao redor de 12 Kb. Assim para se garantir o isolamento
de um clone completo da LKR/SDH de milho, utilizamos como sonda o fragmento
correspondente ao dominio LKR (sonda YAFF) durante a selecdo do clone da
enzima em banco gendmico. Em seguida os clones isolados foram analisados por
digestdes com enzimas de restricdo, caracterizados e divididos em 12 grupos. Um
clone de cada grupo (A M YAFF | a A M YAFF XII) foi analisado através da
hibridizacdo das membranas obtidas por “Southern blot” com os fragmentos
correspondentes aos dominios LKR e SDH (sonda SDHend).

A analise do padrdo de hibridizacdo desses clones com as duas sondas
(Figuras 12 e 13) mostra que somente 6 dos 12 clones analisados apresentam o
dominio SDH. Além disso, os resultados obtidos permitiram a identificacdo de 3
clones caracterizados como falsos positivos. O DNA destes clones contido nas
membranas ndo se hibridizam com nenhuma das sondas utilizadas no
experimento. O isolamento de clones falsos positivos deve-se a presenca nesses
clones de sequéncias similares a sequéncias do fragmento utilizado como sonda
durante o processo de sele¢do na biblioteca gendmica.

A garantia de se trabalhar com clones inteiros do gene da LKR/SDH evitou
seqglienciamentos desnecessarios. Assim, a analise do padréo de hibridizag&o dos
clones com as duas sondas foi fundamental para a escolha dos clones que
certamente resolveriam a seqgiiéncia do gene da LKR/SDH.

Os dois clones gendmicos (A M YAFF Vi e A M YAFF IX) sequenciados pela
estratégia de sub-biliotecas randdémicas (“shotgun”) resolveram com alta qualidade
a sequéncia completa do gene da LKR/SDH. A sequéncia de 15137 pb resolvida
contém 10720 pb da seqléncia correspondente a proteina traduzida, 2821 pb da
regido 5' ndo traduzida e 1596 pb da regido 3' ndo traduzida. O alinhamento da
seqluéncia gendmica com o clone de cDNA revelou a presenca de 26 exons e 25
introns. Todos os introns s&o flanqueados por uma regido de sequéncias
conservadas denominadas “splice junction sequence” (Brown, 1986). A Tabela 1
traz a lista dos introns presentes no clone gendmico da LKR/SDH e apresenta as
sequéncias que delimitam as jungbes exon/intron. A Tabela 1 traz também

informagdes sobre a porcentagem (%) de A+T nos introns. Todos os introns s&o
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ricos em seu conteldo A+T. Nos genes de planta os altos niveis de A+T parece
ser caracteristica fundamental para o reconhecimento dos introns e
processamento do RNA pela magquinaria celular (Wiebauer, 1988).

Na porcdo 3’ n&o traduzida do gene é encontrado o sinal de poliadenilagao
que se localiza a 103 pb abaixo da sequéncia de terminagéo da tradugdo. Sabe-se
gue o processamento da regido terminal 3’ da molécula de mRNA pode exercer
um papel importante na regulagdo da expresséo génica, estimulando o transporte
do mRNA do nucleo para o citoplasma (Eckner et al., 1991). O processamento da
regido 3’ também influencia a estabilidade (Bimnstiel et a/., 1985) e a traducao da
molécula de mRNA (Jackson and Standart, 1990). Apesar da importancia do
processamento da regido 3’, os mecanismos envolvidos no processamento desta
regido da molécula de mRNA nuclear de plantas ainda n&o estéo bem definidos.

Com a utilizacéo do programa Maltinspector (Quandt et al., 1995) foi possivel
encontrar na regido promotora do gene possiveis sitios envolvidos na regulagéo
de sua expressao (Figura 15). O elemento TATA presente na regido promotora do
gene da LKR/SDH apresenta baixa similaridade com a segléncia canodnica
descrita para o elemento em eucariotos (Bucher, 1990). O elemento TATA
assemelha-se ao “Pribnow box” dos procariotos e localiza-se normaimente entre
20 e 36 pb a montante do inicio da transcricdo. Estudos com mutantes
(Kuhlemeier et al, 1987) mostraram que & no dominio TATA box ou em
seqléncias funcionalmente relacionadas que a RNA polimerase se liga
determinando o inicio da transcricéo a cerca de 30 pb abaixo do consenso TATA.

O eiemento CCAAT posicionado a -76 pb do inicio da transcricdo € uma
seqléncia descrita em varios genes de cereais. A necessidade de um elemento
CCAAT nos promotores eucariotos ndo esta totalmente clara. Evidéncias apontam
que este elemento esteja envolvido com a modulagdo nos niveis de transcricao
dos genes.

A -131 pb do inicio da transcrigdo do gene da LKR/SDH h& uma sequéncia
de DNA semelhante aquela encontrada em genes de levedura. Este dominio se

caracteriza como um sitio de ligac&o do fator de transcricao GCN4.
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O fator GCN4 é um dos mais bem caracterizados fatores de regulacéo da
transcricdo de eucariotos e assim como o fator O2 de plantas se caracteriza como
uma bZIP. A proteina GCN4 é um dos fatores determinantes do mecanismo
regulador em leveduras denominado "General Control of Nitrogen”. Neste sistema,
a proteina GCN4 ativa a transcri¢cdo de um grande numero de genes relacionados
a vias biossintéticas de aminoacidos (Hinnebusch, 1988). O fator O2, por sua vez,
regula a sintese de proteinas de reserva no endosperma e controla a
disponibilidade de carbono durante o desenvolvimento da semente (Giroux et al.,
1994; Gallusci et al., 1996).

Além de estruturaimente similares, 02 e GCN4 sao funcionaimente
relacionadas. A transfeccéo de um vetor expressando a proteina O2 de milho foi
capaz de complementar a mutagdo gcn4 de levedura. Isto porqué O2 € capaz de
se ligar as mesmas seqiéncias normalmente reconhecidas pela GCN4 (Mauri et
al., 1993). Este fato reforca ainda mais a analogia entre os sistemas regulados por
GCN4 e 02, sugerindo um provavel envolvimento da proteina O2 na regulagéo de
vias metabdlicas de aminoacidos no endosperma de milho.

E ainda interessante notar que em leveduras a via biossintética da lisina
apresenta analogias com a via de degradacdo desse aminoéacido em plantas. Em
levedura o a-aminoadipato (AASA) é um intermediario da via de sintese da lisina e
age juntamente com o fator GCN4 na indu¢&o da expressao de pelo menos quatro
genes desta via: LYS7, LYS2, LYS5 e LYS9. O produto dos genes LYS7 e LYS9
tém analogia funcional com as enzimas LKR e SDH da via do catabolismo em
milho. Em levedura o mecanismo de indugdo é mediado pela proteina regulatéria
LYS14, que se caracteriza como uma proteina da classe “zinc finger” (Feller et a/.,
1994). Atualmente, frente as analogias entre os sistemas regulados pelos fatores
GCN4 e 02, especula-se sobre o papel do a-aminoadipato na ativa¢éo do gene da
LKR/SDH e sobre a possivel existéncia de uma proteinas do tipo LYS14 em
plantas.

Estudos realizados por Muller e Knudsen (1993) sugeriram a existéncia de
uma familia de fatores de transcricdo funcionalmente homélogos que se ligariam a

motivos “GCN4-like”, mediando a resposta ao nitrogénio em plantas. Foi
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constatada que uma relag@o extensa de genes de plantas possuem tais elementos
em diversos graus de similaridade € muitos com comprovada atividade no controle
da expressao génica. A proteina Opaco 2, por sua vez, &€ capaz de regular
diversos genes de plantas através da interacdo com elementos in cis do tipo
“GCN4-like” (TGA®/cTC). Entre estes genes constam aqueles que codificam uma
o~coixina (Yunes et alf., 1994), uma glutelina de baixo peso molecular em trigo
(Holsworth et al., 1995), a albumina b-32 de milho (Bass et al., 1992), ortofosfato
diquinase citossodlica (Maddaloni et al.,, 1996) e lectina de ervilha (de Pater et al.,
1994).

No endosperma de milho, a produgéo coordenada da enzima LKR/SDH com
os niveis de zeina no endosperma em desenvolvimento e a redugédo no numero de
unidades da enzima LKR nos mutantes 02 (Brochetto-Braga et al.,, 1992), sé&o
evidéncias de que 0 gene 02, que € um transativador de zeinas (Schmidt et al.,
1992), esta envolvido na regulagdo do gene da LKR/SDH no endosperma de
mitho.

O elemento G-box presente na posicdo -374 da regido promotora do gene
reforga ainda mais as evidéncias do possivel envolvimento do fator O2 na ativacao
transcricional do gene da LKR/SDH. A sequéncia denominada G-box esta
envolvida na ativagdo transcricional de genes mediada por proteinas bZIP em
diversos processos fisiolégicos (Katagari and Chua, 1992). Estudos com o
promotor da B-faseolina demonstraram que a presenga do motivo G-box, existente
nesta regido, € imprescindivel para a obteng&o de altos niveis de express&o deste
promotor em sementes de tabaco (Bustos et al.,, 1989; Burow et al.,1992). Por
outro lado, a andlise de delecdo do promotor do gene 02 de Coix mostra que a
remog¢ao da regido que contém o G-box causa a completa inativagéo do promotor
(Vettore ef al., 1998).

Em ensaios de EMSA (“Eletrophoretic Mobility Shift Assay”) a proteina 02
mostrou alta afinidade por seqgiéncias contendo o motivo central ACGT (lzawa et
al., 1993). Promotores dos genes da $-coixina e 3-zeina, por exemplo, estéo sob o
controle da proteina O2 que interage com o motivo ACGT (Cord Neto et al., 1995).

No entanto, Muth et al., (1996) mostraram que a proteina O2 é capaz de
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reconhecer trés sitios no promotor da a-zeina de 22 kDa, sendo que a maior
afinidade de ligacao se da com o dominio que possui 0 consenso central 'ACGT'.
Isso é uma clara evidéncia de que a proteina 02 tolera uma relativa degeneracgao
em sua sequéncia consenso (GATGAPYPuTGPu).

No gene da LKR/SDH a seqiéncia 5-TGCCACGTCGCC-3" na regido
promotora (G-box), sugere um provavel reconhecimento desse sitio pela proteina
02, concordando com as evidéncias de uma possivel regulagéo dos niveis da LKR
pelo fator O2 no endosperma de milho (Brochetto-Braga ef al., 1992).

A presenca de multiplas sequéncias regulatorias cis no promotor dos genes
de eucariotos vem sendo extensivamente documentada. Evidéncias sugerem que
essas sequéncias podem estar envolvidas numa ativagédo transcricional
cooperativa (Toniatti et al., 1990). Neste contexto, a presenca dos dominios
"GCN4-like" e G-box no promotor da LKR/SDH sugere um mecanismo de ativagao
transcricional cooperativo e altamente regulado pelo fator O2. Yunes et al. (1998)
demonstraram através de ensaios de “Footprinting” Quantitativo e de expresséo
transitoria em protoplastos de tabaco que a proteina 02 interage com dois sitios
adjacentes presentes no promotor de a-coixina através de ligagéo cooperativa de
dois dimeros da proteina. Estudos futuros elucidardo precisamente os
mecanismos envolvidos na regula¢ao do gene da LKR/SDH.

Para uma melhor analise estrutural do clone gendmico da LKR/SDH de milho
foram feitas comparacdes com o clone gendmico de Arabidopsis thaliana (Falco et
al., 1997). A comparagdo das sequéncias de DNA desses clones revelou
caracteristicas comuns. Apesar do gene de milho ter um exon e um intron a mais
que o gene de Arabidopsis (26 exons e 25 introns no gene de milho e 25 exons e
24 introns no gene de Arabidopsis), o posicionamento da maioria dos introns é
idéntico, embora a sequéncia dos mesmos nao sejam conservadas. O intron
numero 2 presente na estrutura do clone de milho ndo encontra seu anaiogo
estrutural na sequéncia do clone de Arabidopsis. A Figura 17 traz uma
representacio esquematica e comparativa do posicionamento dos introns no gene
da LKR/SDH nessas duas espécies e a Tabela 2 apresenta o tamanho (pb) dos

introns e exons presentes nesses genes. Pela andlise da figura e dos dados
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apresentados na Tabela 2 é constatado uma grande diferenga no tamanho dos
introns dos clones de milho e Arabidopsis. Os introns do clone de Arabidopsis
variam de 68 a 352 pb e concordam com o tamanho dos introns da maioria dos
genes de Arabidopsis. No clone de milho os introns variam de 85 a 1028 pb. A
maior variacdo no tamanho dos introns do gene de milho se deve ao proprio
processo evolutivo de diferenciagéo dessas duas espécies.

Nos eucariotos superiores 90% da sequéncia de nucleotideos correspondem
a introns. Especulagbes sobre a origem e as fungdes dos introns sdo comumente
discutidas ha varios anos. Alguns autores defendem o posicionamento de que os
introns s&o remanescentes do material genético original (Darnell and Doolittle,
1986; Gilbert, 1987), outros autores se posicionam na defesa de que os introns
foram introduzidos durante a evolugéo (Orgel and Crick, 1980; Dibb and Newman,
1989; Rogers, 1989). Diversos modelos matematicos vém sendo desenvolvidos na
tentativa de se chegar a um consenso sobre a verdadeira origem dos introns.
Todos os modelos procuram correla¢gées com for¢as evolutivas.

Segundo Doebley e White (1998) o genoma do mitho é considerado dinamico
e a inser¢éo de transposons nas regides intergénicas e nos introns pode acarretar
poucas consequéncias para a planta, pelo fato de ndo haver alteragbes de
sequéncias traduziveis. Entretanto, essas inser¢bes contribuem com a
amplificagdo do genoma do milho. Por outro lado a insergdo de pequenos
transposons conhecidos como MITEs (“miniature inverted repeated transposons”)
em regides regulatérias, sugere um importante mecanismo de evolugdo da
expressdo do gene.

Independentemente de qual seja a verdadeira origem dos introns presentes
nas estruturas génicas, o gene da LKR/SDH de milho possui introns maiores que
aqueles presentes na estrutura do gene de Arabidopsis.

Pela andlise da Figura 17 e dos dados apresentados na Tabela 2 é
observada ainda uma correlagdo entre os tamanhos das segléncias dos exons
nos clones de milho e Arabidopsis. Os exons nesses clones apresentam em geral
similaridades. As maiores diferencas estdo nos exons 1, 2 e 3 de milho que séao
totalmente discrepantes dos exons de Arabidopsis. A Figura 17 deixa evidente que
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essas diferencas entre os exons de milho e Arabidopsis recaem sobre a regiao em
que ha um intron a mais na estrutura do clone de milho. No entanto, a somatéria
dos nucleotideos desses trés exons do clone de milho (462 nucleotideos),
aproxima-se relativamente do valor obtido com a somatéria dos dois primeiros
exons do gene de Arabidopsis (394 nucleotideos). Pela anélise dos dados
observa-se uma conservagdo no padrdo exibido pelos exons no gene da
LKR/SDH das duas espécies, sugerindo que as sequéncias de DNA fundamentais
a fungéo do gene s&o evolucionariamente conservadas.

Por outro lado, a andlise da estrutura do promotor dos genes da LKR/SDH de
milho e Arabidopsis apresentou caracteristicas préprias em cada um dos genes.
Em Arabidopsis a regido promotora apresenta somente os sitios TATA e CCAAT
(Falco et al., 1997). Além dos dominios presentes na regiéo promotora do gene de
Arabidopsis, na estrutura do gene de milho sdo encontrados os dominios “GCN4-
like” e o G-box. Estes dados sugerem a existéncia de mecanismos particulares no
controle da regulacdo da expressdo de cada um dos genes.

A analise das sequéncias das proteinas de milho e Arabidopsis mostram
caracteristicas interessantes. Um provavel “EF-hand-like” & encontrado na regiéo
carboxi-terminal da regido LKR. Os dominios “EF-hands” s&o sitios de ligagéo de
Ca**. Como foi demonstrado recentemente o Ca®* promove a dimerizacdo da
calmodulina ( Lafitte ef al., 1999), o que sugere que o Ca?" possa ter uma fungéo
mais importante na dimerizacdo da proteina. Esses dominios na estrutura da
proteina sugere também uma provavel modulacéo e ativagéo da mesma. Estudos
evidenciam que a enzima LKR de milho é ativada por altas concentragbes de ca*
(Kemper et al., 1998).

A andlise e a comparacdo da sequéncia da proteina deduzida do clone
gendmico da LKR/SDH de milho com as proteinas deduzidas de outras espécies
apresenta caracteristicas relevantes. As enzimas de milho, Arabidopsis, C.elegans
e M. musculus sao bifuncionais e as enzimas de levedura sdo monofuncionais.
Como ilustrado na Figura 19, a sequéncia de aminoacidos dessas enzimas
apresentam similaridades significativas. No entanto, diferengas importantes s&o
encontradas entre os polipeptideos bifuncionais da LKR/SDH de plantas e
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animais. Primeiro, enquanto a enzima de milho € expressa no citossol ( Falco et
al., 1997; Cord Neto ef al, 1999; Figura 2 b), a proteina de mamiferos &
encontrada na matriz mitocondrial (Blemings et al., 1994) e em extratos de fragoes
mitocondriais (Markovitz ef al., 1984; Ameen et al., 1987). Outra caracteristica que
diverge a proteina de planta da proteina de animal é a auséncia da regiao
interdominio na enzima de animal. Estudos de protedlise limitada com a enzima de
milho sugerem que a regido interdominio possa estar envolvida com a modulagao
da atividade da LKR ( Kemper et al., 1998).

A caracterizacdo bioquimica da enzima (Gongalves-Butruille et al., 1996)
evidenciou a presenga de um unico polipeptideo de 125 kDa. Com a clonagem do
gene da LKR/SDH de milho, o nimero de genes da enzima no genoma do milho
foi determi‘nado através de experimentos de “Southern blot”. Para se uniformizar
os resultados obtidos, DNA do milho hibrido F352 foi utilizado neste experimento.
O milho hibrido F352 foi utilizado no isolamento do clone de cDNA .

A hibridizacdo da sonda LKR 1.2 Kb, correspondente a regido central do
gene da LKR/SDH, com DNA gendmico de milho, Coix e sorgo previamente
digeridos com as enzimas Bam HI e Eco RV demonstrou a presenca de uma unica
banda em cada uma das digestGes. Este resultado sugere que na tribo
Andropogoneae o gene se encontra como cpia unica.

A analise do mapa de restrigdo do clone gendmico da LKR/SDH com Bam Hl
e Eco RV e a comparacao dos dados com o padrdo de hibridizacdo do DNA
gendmico de milho digerido com essas mesmas enzimas (Figura 21) confirma a
presenga de um Unico gene no genoma de milho.

Experimentos de “Northern blot” com RNA de endosperma normal e
endosperma opaco2 de milho demonstraram que a 20 DAP a mutag&o 02 causa
uma reducéo de 90% nos niveis de mRNA. Os resultados obtidos corroboram os
dados de que o numero de unidades da enzima é reduzida de 2 a 3 vezes no
endosperma opaco em relagdo ao numero de unidades no endosperma normal.
(Brochetto-Braga et al., 1992).

Esta severa reducéo causada pela mutacdo 02 no acumulo de mRNAs da
LKR/SDH é comparave! a reducdo observada na expresséo de o-zeinas (Cord
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Neto et al., 1995). Estes dados corroboram a existéncia de um sistema
coordenado entre padréo de atividade da enzima LKR/SDH com a taxa de
deposicdo de zeinas (Brochetto-Braga et al., 1992) e concordam com a hipdtese
de que a diminuicdo no catabolismo de lisina no endosperma opaco2 € um dos
principais responsaveis pelo aumento dos niveis desse aminoacido no
endosperma.

Dentro do contexto de regulacdo coordenada de sintese de zeinas e
aumento da expressdo e atividade de gene da LKR/SDH, estudos futuros com o
clone gendmico da enzima possibilitardo a dissecagdo dos mecanismos que

controlam a regulacéo a nivel transcricional e funcional do gene.
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Conclusoes

1. O clone gendmico da LKR/SDH de milho foi isolado e 15147 pb foram
sequénciados. A sequéncia inclui 10720 pb da sequéncia correspondente a
proteina traduzida, 2801 pb da regido 5' ndo traduzida e 1596 pb da regido 3' ndo

traduzida.

2. Na regiao flanqueadora 5 do gene da LKR/SDH de milho foram identificadas
seqluiéncias consenso de possiveis dominios, envolvidos na regulagdo da
expressao génica: um TATA box, um elemento CCAAT, um dominio similar ao
sitio de ligagdo ao fator de transcricdo de leveduras GCN4 e um G-box. A 103 pb

do codon de terminagéo é encontrado um possivel sinal de poliadenilag&o.

3. A comparacdo da sequéncia do clone gendmico da LKR/SDH de milho com o
clone de Arabidopsis revelou a presen¢a de um intron a mais na estrutura do gene
de milho. No entanto, as sequéncia de DNA possiveimente criticas a fungao do

gene sdo evolucionariamente conservadas.

4. A seqiéncia de aminoacidos deduzida do clone gendmico da LKR/SDH de
milho apresenta similaridades significativas com a sequéncia das proteina
monofuncionais ou bifuncionais da LKR/SDH de outras espécies

5. A presenca de um dominio G-box na regi&o promotora do gene da LKR/SDH
reforca as evidéncias de que a degradacdo da lisina esteja sob controle do [6cus
02

6. O gene esta presente como copia simples nos genomas do mitho e dos seus

cereais relacionados, coix e sorgo.

7. Os niveis de mRNA da enzima LKR/SDH séo afetados negativamente pela

mutagao o2.
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8. O padrdo de expressao do gene da LKR/SDH é retardado aproximadamente 5

dias no endosperma mutante em relagdo ao normal.
9. A transcricdo do gene da LKR/SDH produz cinco tipos de transcritos, um mais

abundante que codifica a proteina de 125 kDa. Os outros quatro transcritos

alternativos possivelmente ndo sao traduzidos.
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