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RESUMO

Caracterizacao das enzimas chaves para o controle dhetabolismo de lisina em milho
(Zeamays L.) geneticamente modificado

A lisina € um dos amino&cidos essenciais e umatoses limitantes ao uso de cereais
como o milho na alimentacéo, pois, sem suplemeotagi permite a obtencdo de uma dieta
balanceada. A fim de melhorar a qualidade nutradiclos cereais, varias tentativas tém sido
realizadas baseadas em resultados obtidos sobveaagle metabolismo da lisina em plantas
e 0 acumulo de proteinas de reserva no endospAmiaozevicius (2010) com o objetivo de
produzir plantas de milho transgénicas com alta @® lisina utilizou a estratégia de
expressao de proteinas de reserva de outras espégigtais ricas em lisina, ou seja, através
da expressdo de uma proteina heteréloga: a ze@lipaesente trabalho teve como objetivo
estudar os 6 eventos transformados expressandolinazaa geracdo F3, caracterizando as
proteinas de reserva, o perfil de aminoacidos enasmas envolvidas no metabolismo de
lisina em milho geneticamente modificado, para ce®pder quais as possiveis alteracdes
bioquimicas podem ter sido geradas pela transf@mae que podem ter levado ao
incremento dos aminoacidos essenciais neste maranagénico. O perfil de proteinas de
reserva dos eventos transformados exibiu reducgwamercdo das zeinas Il e glutelinas em
relacdo ao controle Hill, e ainda aumentos muiszrditos da fracdo globulina, porém nao
para todos os eventos transformados. Na compodigdminoacidos solluveis totais foram
observados incrementos nos teores dos aminoacigogagem parte da via metabdlica do
acido aspartico: lisina, metionina, treonina edsclna. Para os aminoacidos incorporados em
proteinas, foram observados incrementos nos telrdisina nos eventos transformados da
fracdo globulina e da fracao glutelina, ambos dacé& ao controle Hill. Ja a fracdo zeina |
teve o maior contetdo total de amino&cidos em todasventos transformados. A andlise das
enzimas envolvidas no metabolismo de lisina revelaa ocorreram alteragcdes em duas
enzimas, a primeira enzima envolvida na sintediside, aspartato quinase (AK) e a segunda
envolvida na degradacdo de lisina, lisina cetoghtbaredutase (LOR). Embora as outras
enzimas envolvidas na sintese e na degradacasida também tenham sido alteradas, os
resultados foram variaveis para os diferentes egeiftste trabalho mostrou que a expresséo
da proteina heteréloga zeolina causou alteragdesmposicéo das fracdes protéicas, no teor
dos aminoacidos sollveis totais e aminoacidos porados em proteina em consequencia das
alteracbes das enzimas envolvidas na sintese addedo da lisina. Os resultados obtidos
sugerem que a expressdao da proteina heterdloginzZegjue tem a necessidade de
incorporacao de lisina em sua estrutura, podelteado a via metabdlica do acido aspartico
para suprir a nova demanda de lisina. Essas a@tsggpdem incluir o aumento na atividade
da enzima AK, que é a primeira enzima da via qua #&sintese deste aminoacido e também
uma reducdo na atividade da enzima de degradacB h@s o excesso de lisina livre que
seria degradada € incorporado a nova proteina.

Palavras-chave: Milho; Lisina; Zeolina; ProteinasRéserva
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ABSTRACT

Key enzymes characterization to the control of lysie metabolism in genetic modified
corn (ZeamaysL.)

Lysine is an essential amino acid and one of tinéihg factors for the use in cereals
such as corn feed therefore, without supplemematiadoes not allow obtaining a balanced
diet. In order to improve the nutritional quality cereals, several attempts have been made
based on the results about routes of metabolisiysiie in plants and accumulation of
storage proteins in endosperm. Ambrozevicius (204@h the objective of producing
transgenic corn plants with high content of lysused a strategy of expression of storage
proteins from other plant species which are riclygine, it means, through the expression of
a heterologous protein: zeolin. This work aimedstiady the 6 events processed expressing
zeolina in F3 generation, featuring the storagetgme, the profile of amino acids and
enzymes involved in the metabolism of lysine in egerally modified corn, in order to
understand the possible biochemical changes whiely hmave been generated by the
transformation, and that may have led to the irsge#f essential amino acids in transgenic
material The storage protein profile of transformed eventhildted reduction in the
proportion of zein Il and glutelins compared to wohHill, and yet very discrete increments
of globulin, but not for all events processed.Ha tomposition of soluble amino acids, it was
observed increments in concentration of amino afmdsing part of the metabolic pathway
of aspartic acid: Lysine, methionine, threonine asdleucine. For the amino acids
incorporated into proteins, it was observed incraein the levels of lysine in the
transformed events of globulin and glutelin frantidoth in relation to the control Hill. On
the other hand, zein fraction | had the highestltatmino acid content in all transformed
events. The analysis of the enzymes involved in rttegabolism of lysine revealed that
changes occurred in two enzymes, the first enzynvelved in the synthesis of lysine,
aspartate kinase (AK) and the second involved ie tlegradation of lysine, lysine
ketoglutarate reductase (LORAlthough other enzymes involved in the synthesisl an
degradation of lysine have also been changed,adts were variable for different events.
This work showed that the expression of heterolegmotein zeolina caused changes in the
composition of protein fractions, in the content safluble amino acids and amino acids
incorporated in consequence of changes in enzynved/ed in the synthesis and degradation
of lysine. The results suggest that the expressidmeterologous protein zeolina, which has
the need for incorporation of lysine in its struetumay have changed the aspartic acid
pathway to meet the new demand for lysine. Thesagds may include the increase in AK
enzyme activity, which is the first enzyme of thathway leading to the synthesis of this
amino acid and also a reduction in the activitytted enzyme degradation LOR, since the
excess free lysine would be degraded is incorpdrate the new protein.

Keywords: Corn; Lysine; Zeolin; Storage Proteins
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea Mays L.) € uma graminea originariaMixico extremamente cultivada
e utilizada na alimentacdo humana e animal em todoundo. Dentre 0s cereais mais
consumidos compete com o trigo e 0 arroz e suaupémdao longo dos anos, atraves das
extensas pesquisas, tém aumentado consideravelmente

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estadodod — USDA, a producéo
mundial de milho na safra 2011/2012 foi de 876,8hdes de toneladas. Para a safra
2012/2013 a CONAB — Companhia Nacional de Abastestmestima que, apenas no Brasil,
sejam colhidos aproximadamente 71.936,4 milhédsrkdadas de milho, cultivados em uma
area de aproximadamente 14.762,6 milhdes de hectare

Porém, o interesse por uma produtividade cada vemrnfaz com que o fator
nutricional seja de certa forma esquecido em relags valores de carboidratos, vitaminas,
gorduras, sais minerais e proteinas. Especula-seaqdeficiéncia de alguns aminoacidos
essenciais no milho seja resultado do processcelded® e melhoramento ao longo das
décadas para determinadas caracteristicas agra®micjue resultou na perda de genes que
poderiam estar envolvidos com caracteristicas st#rdentre elas o metabolismo de
aminodacidos e padrao das proteinas de reserva ErasSHERRY et al., 2009; SWARUP
et al., 1995).

As proteinas de origem vegetal sdo muito imporsameis fornecem 65% do total de
proteinas ingeridas no mundo inteiro, e até 50%edesdor € representando pelos graos dos
cereais, fato este mais relevante em paises emuvbbgenento, onde os cereais sao a Unica
fonte energética e protéica na dieta da maiorjogalacao (MILLWARD, 1999).

O milho é um cereal importante para a nutricdo mar@animal, mas a caréncia de
determinados aminoacidos essenciais como a ligmi#éa o seu valor nutricional (ZHAO et
al., 2012).

Seres humanos, bem como animais monogastricosatiocapazes de sintetizar uma
série de aminoacidos (isoleucina, leucina, lismationina, fenilalanina, treonina, triptofano,
histidina e valina) denominados "aminoacidos esaeric 0s quais devem ser ministrados
através da dieta. Entre estes aminoacidos essendiagina é o mais importante, uma vez que
€ a mais limitante nos cereais. Em paises desadusheste ndo é um problema, pois o

consumo de carne e leite geralmente proporcionataan suficiente destes aminoacidos
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essenciais em suas dietas. No entanto, a faltsida £ de suma importancia em paises em
desenvolvimento onde a principal fonte de alimeéidasio os cereais. (KIRMA et al., 2012).

Assim, é comum a utilizagcdo de lisina sintéticagelta de soja ou aminoacidos
produzidos por fermentacdo bacteriologica para temgntacdo da racdo de suinos e
frangos, o0 que representa grandes gastos pararopsetutivo. Um trabalho realizado nos
EUA no ano de 2001 mostrou que, dobrando o contdédisina nos grdos de milho, sem
alterar o conteddo protéico, uma economia de cdec&360 milhdes anuais poderia ser
realizada no mercado mundial de racées (JOHNSQN, &001).

No mesmo sentido, estudos mostram que criancaspcoblemas de nutricdo, se
alimentadas com variedades de milho para altaalisshtém melhoria em diferentes
caracteristicas, tais como ganho de peso e aluaadg comparadas a criancas alimentadas
com o milho convencional (GRAHAM et al., 1980).

Programas de melhoramento de plantas estdo semdioizidos com o objetivo de
melhorar o teor de lisina nos cereais através dharamento convencional, identificacéo de
mutantes naturais (exemplo opaco e floury), indwgonutantes bioquimicos e producéo de
plantas transgénicas (AZEVEDO et al., 2001).

Ambrozevicius (2010) com o objetivo de produzirnpées de milho transgénico com
alto teor de lisina utilizou a estratégia de exgfiesde proteinas de reserva ricas em lisina de
outras espécies vegetais, ou seja, a expressama@noteina heterdloga. A proteina que se
apresentou mais promissora foi a zeolina, que ooni@a combinacdo de 421 aminoacidos
da faseolina do feijdo com 89 aminoacidosydeeina (que possui 25 residuos de lisina)
(MAINIERI et al., 2004). A hipétese do trabalho epge, se houvesse uma expressao estavel
dessa proteina de reserva nutricionalmente baldace®m endosperma de milho, ela
provocasse mudancas nas rotas metabdlicas e, cemseopente, nos teores finais de
aminoacidos, principalmente de lisina nos gréogeRip objetivo do trabalho foi alcancado,
com a obtencdo de 6 eventos transformados que ftast@dos e apresentaram expressao
dessa proteina.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudaaggtantas transformadas expressando
a zeolina, para analisar questdes relacionadasg@ag@o das relacdes fonte/dreno de
aminoacidos nas plantas. Para isso, as fracfe®iqa®t foram caracterizadas, foram
quantificados os aminoacidos incorporados em cada dessas fracdes protéicas e 0s
aminoéacidos soluveis totais, bem como a atividaggngtica das principais enzimas que

fazem parte da sintese e da degradacao da lisina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Proteinas de reserva e caracteristicas das sermas de milho

Proteinas de reserva sdo assim chamadas por see=@nza de nitrogénio e energia
durante o processo de germinagcédo e a fase inieiatreéscimento. Sao armazenadas em
compartimentos intracelulares para evitar a degémgrematura por proteases formando
uma estrutura especial, chamado de corpo protEgsa estrutura deve ser capaz de sofrer
desidratacdo e reidratacdo durante o processorgenggao e controle rigoroso do balanco
entre aminoacidos livres e incorporados na protejm@ depende do transporte de metabdlitos
de carbono, nitrogénio e enxofre produzidos nasepavegetativas da planta (GALILI;
HOFGEN, 2002).

Osborne et al., (1924) desenvolveu um sistema dssificacdo das proteinas de
reserva, modificado por Landry e Moureaux (197®ebdo na solubilidade dessas proteinas
durante o processo de extracdo. Desta forma, qgatnmos foram definidos: albuminas:
soluveis em agua, globulinas: soliveis em salaseisoliveis em alcool e glutelinas: sollveis
em solucdo alcalina ou acida (LANDRY; DELHAYE; DANRAL, 2000).

As albuminas e as globulinas se localizam prinaieatte no embrido e nas células de
aleurona que envolve o endosperma, possuem funp@gsbdlicas e estruturais, sendo
também chamadas de proteinas citoplasmaticas fasyaa uma série de proteinas com alto
teor de lisina. As glutelinas se encontram no goelosa e sdo estruturalmente semelhantes as
zeinas, porém ndo sdo soluveis em alcool, uma vezf@rmam polimeros de alto peso
molecular estabilizados por pontes dissulfeto inteteias (SHEWRY; TATHAM, 1990).

Albuminas, globulinas e glutelinas apresentam jmate contendo teores adequados
de aminoacidos essenciais aos seres humanos esampragastricos, especialmente lisina e
triptofano. S&o conhecidas também como fracdo mfoaz pela ampla distribuicdo na
semente e pela composi¢cdo de aminoacidos (BASS £982).

As zeinas, ou prolaminas sdo assim chamadas ppogseem uma grande quantidade
de prolina e aminas (glutamina) (HERMAN; LARKINS)90). Sua extracao é realizada em
duas etapas, zeina | e zeina Il. E estao locabzadiacipalmente no endosperma, tendo como
funcéo fornecer nitrogénio durante a germinacastéages primarios de crescimento das

plantulas Os peptideos que constituem a fracda z@ncaracterizam pela deficiéncia dos
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aminoacidos lisina e triptofano, concentracdes eqaddas de treonina e valina e um
desbalanco entre os amino&cidos leucina e isoleucin

Na Figura 1 esta representada a estrutura da sememhilho, a relacdo entre o teor
de proteina encontrada (9%) com seu percentuainitvoacido lisina (2,7%) e a localizacao
das zeinas, que formam entre 60 a 70% do contedalode proteinas de reserva. Podemos
observar que as zeinas possuem um percentualimke dis apenas 0,1%, enquanto que as
fracbes ndo-zeinas, que formam apenas 30% dasna®tde reserva possuem um percentual
muito maior de lisina, 6,1%.

Essas concentracdes inadequadas de aminoacidoxiass@a fracdo zeina podem
explicar a deficiéncia de lisina na semente deaniBHEWRY; NAPIER; TATHAM, 1995).
Em contrapartida, o mutante 02 de milho (MERTZ; BT NELSON, 1964) que apresenta
teores muito baixos de zeina nas sementes, tenont@lclo equilibrado de lisina e triptofano
(SODEK; WILSON, 1971).

As zeinas sao classificadas em quatro tipos disticbm base em sua estrutura
primaria e solubilidade (SHEWRY; HALFORD, 2002; ADIS et al., 2004):

- a-zeina (19 e 22 kDa) codificada por uma familiatigéhica, constitui cerca de 60% das
zeinas;

- B-zeina (15 kDa) codificada por um gene, constituca de 5 a 10% das zeinas;

- y-zeina (16, 27 e 50 kDa) codificada por trés germsstitui cerca de 25% das zeinas;

- 8-zeina (10 e 18 kDa) codificada por dois genesstdoincerca de 5% das zeinas;

Normalmente os graos de milho contém aproximadamé&m75% de carboidratos, 3-
5% de lipideos, 9% de fibras e 9-11% de proteisasdo que, 70 a 90% sao proteinas de
reserva. Totalizando, albuminas (3-5% da prote@tal){ globulinas (10-20% da proteina
total), glutelinas (35-45% da proteina total) eagdo zeina, denominada de zeina no milho,
representam entre 60 a 70% do conteudo total deipeodos graos maduros (LANDRY et
al., 2005).

Uma importante caracteristica das proteinas devese milho € a formacdo do
corpo protéico no endosperma, uma estrutura dea @rcl-2 um que se forma através da
interacdo entre as diferentes zeinas. Lending kirsa(1989) propuseram um modelo inicial
em que - e ay-zeina iniciavam o processo e depoiszeina era incorporada no interior do
corpo protéico. Neste esquemaraeina forma um nudcleo central, comBae ay-zeina
formando uma camada externa. Estudos usando oHywod system” (KIM et al., 2002)

confirmaram que §-zeina de 16 kDa e [&zeina de 15 kDa iniciam o processo nas células
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mais novas na regiao da sub-aleurona e determinagi@ do reticulo endoplasmatico em
que o corpo proteico serd formado. O corpo protaisnenta de tamanho, com a formacéo de
I6culos centrais contendo-zeinas. Finalmente esses I6culos se fundem pamsafouma
regido central continua constituida pejaseinas e com g% e y-zeinas na regiao periférica
do corpo proteico maduro, conforme esquematizadd-igara 1 (GIBBON; LARKINS;
BRIAN, 2005).

SEMENTE DE MILHO

9% proteina
% Lisina: 2,7%

a- ed-zeinas

B-ey-zeinas

Endosperma

8% proteina
% Lisina: 1,9%

Embrido
18% proteina

s en e
Zeina: 70% N&o - Zeina: 30% % Lisina: 5,4%

% Lisina: 0,1% % Lisina: 6,1%

Figura 1 - Distribuicdo do aminoacido lisina nasneates de milho. (Adaptado: portalsaofrancisco.bora.
dl.sciencesocieties.org)

A formacao do corpo proteico em milho é controladadiversos niveis, incluindo a
regulacédo espacial e temporal da expressédo dos daneeina e a regulacdo da transcricao e
das interaces que ocorrem entre os diferentes dipaeinas (WOO, et al., 2001; KIM et al.,
2002).

Eventos transgénicos obtidos em milho através daic#® de RNAI apresentaram
reducdo de 30% no conteudo dezeina de 19 kDa, resultando em incrementos nos
aminoacidos metionina, lisina, triptofano e acidpatico e decréscimo de prolina e leucina
(HUANG. et al., 2004). Esses incrementos no cortdaleglaminoacidos essenciais podem ser
devido a reducdo das proteinas pobres nestes angosaas zeinas, e a um aumento das
fracOes proteica ricas em aminoacidos essenciaig,wez que estas podem drenar o excesso

de lisina para sua sintese.



28

A manipulacdo genética pode ser realizada, tamhémés da supressdo das fracoes
com baixo teor de aminoacidos essenciais, alteranolmlanco final das fragBes proteicas, o
gue possibilita um incremento daquelas proteinassideradas ricas em aminoacidos

essenciais.

2.2 A via metabdlica do acido aspartico

A via do acido aspartico (Figura 2) sintetiza goiatos nove aminoacidos essenciais,
lisina, treonina, metionina e isoleucina, 0s qupeticipam de indmeros processos
importantes durante o crescimento e desenvolvingag@lantas (JANDER; JOSHI, 2010).

A via tem esse nome, pois inicia com o acido agpartjue € o primeiro composto
estavel com quatro carbonos e que representarase d@ esqueleto dos aminoacidos
formados na via. O acido aspartico € formado petxrgsso de transaminacdo do &cido
oxaloaceético, o qual pode ser formado no ciclo tebK nas mitocondrias, ou através da acéo
da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase no citapas(AZEVEDO; LANCIEN; LEA,
2006).

Na via metabolica do acido aspartico, a primeiegde ocorre pela acdo da enzima
aspartato quinase (AK, EC 2.7.2.4) que catalisastofilagdo do aspartato, utilizando ATP
para formar of-aspartil fosfato. Op-aspartil fosfato € entdo convertido (Raspartil
semialdeido (ASA) em uma reacdo catalisada pelartasp semialdeido desidrogenase
(ASADH, EC 1.2.1.11).

Até esse ponto a via € comum para os quatro amdusanela formados, a partir dai
se ramifica em dois ramos: um responsavel pelaintese de lisina e 0 outro que é dividido
em dois sub-ramos, um que leva a sintese de nmai@b outro a formagéo de treonina e
isoleucina.

O aminoacido lisina € sintetizado a partir do ASKawes de sete reacles
consecutivas, inicializadas pela agdo da enzima B&IDEC 4.2.1.52 (FERREIRA,
MEINHARDT; AZEVEDO, 2005). Na via de sintese deirlss ocorre a condensacao do
piruvato e do - aspartii semialdeido formando dihidrodipicolinatpela enzima
dihidrodipicolinato sintase (DHDPS). A segunda &m¢é a formacdo do composto
tetrahidrodipicolinato (THDPA), catalisado pela iema dihidrodipicolinato redutase
(DHDPR, EC 1.3.1.26). Em seguida sédo adicionadtregé@nios ao esqueleto de carbono,
pela enzima N-acil-L,L-diaminopimelato aminotramate (ADPAT, EC 2.6.1.17) e logo pela
-a-acil-L,L-diaminopimelato deacilase (ADPD, EC 3.38). Modificagbes finais sao
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realizadas pelas enzimas diaminopimelato epim¢RASPE, EC 5.1.1.17) e diaminopimelato
descarboxilase (DAPD, EC 4.1.1.20), originando énadacido lisina (HUDSON et al., 2005;
HUDSON et al., 2006).

ASPARTATE

:"-'“'* aspartate kinase (AKI-HSDHT 7 AKIT S AKTIH) 4--------..--&
mn M
f!llilii'_l:df'ﬂdlpn'.f'I'JHHE”I? 4----------: EB—HSpﬂrt:\'l phusphﬂfc H
synthase ul H
] HH
=2 aspartate-semialdefivde Dehydrogenase E
2. 3-dihydrodipicolinate = f . H
- P = 2f-aspartil semialdehyde =
dilydrodipicolinate = H
u
reductase H l"“b' homoserine dehydrogenase (R) (AKI-HSDHI) =
: : : “!.=.-Illllllll-llllIllllll...lli
- T - m = -1 -
piperidine-2.6-dicarboxylate %3 homoserine I .
piperidine dicarboxylase - L u
acvlase =z homoserine kinase v H
’ =z . cysthathionine-ysynthase .. H
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acyldiaminopimelate - B ’ B-lvase =
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Figura 2 - Via metabdlica do &cido aspartico emnfala superiores: AK, aspartato quinase; LOR, lisina
cetoglutarato redutase; SDH, sacaropina dehidroptehidrogenase; HSD, homoserina
dehydrogenase; DHPS, dihidrodipicolinato sintase¥XEDO, 2002)

No outro ramo,3- aspartil semialdeido € reduzido a homoserina em teacao
catalisada pela enzima homoserina desidrogenas®HHE&C 1.1.1.3) na presenca da

coenzima NADH ou NADPH. Em seguida, a homoseririaséorilada a o-fosfohomoserina



30

(OPH) pela acédo da homoserina quinase (HK, EC.39).ha presenca de ATP (AZEVEDO,;
LANCIEN; LEA, 2006).

O substrato OPH é convertido a treonina pela ag&ndima treonina sintase (TS, EC
4.2.99.2). O aminoacido isoleucina é formado aimpdg treonina em uma série de cinco
reacfes enziméticas catalisada pelas enzimasneedesaminase (TD, EC 4.2.1.16), acido
acetohidroxi sintase (AHAS, EC 4.1.3.18), acidotaluielroxi isomeroredutase (AHRI, EC
1.1.1.86), acido dihidroxi desidratase (DHAD, EC2.24.9) e aminoacidos de cadeia
ramificada aminotransferase (BCAT, EC 2.6.1.42ZENXEDO; LANCIEN; LEA, 2006).

A partir da OPH a metionina é sintetizada, no outnmo da via com trés reacdes
enziméticas envolvendo as enzimas cistationisintase (CGS, EC 4.9.99.9) que leva a
formacéo de cistationina. Este composto é transfdoma sequéncia em homocisteina pela
enzima cistationing3-liase (CBL, EC 4.4.1.8) e em seguida em metiorpea enzima
metionina sintase (MS, EC 2.1.1.13) (AZEVEDO; LANKDI; LEA, 2006). O S-adenosil
Metionina (SAM) € sintetizado a partir da metiongrm uma reagdo enziméatica catalisada
pela S-adenosilmetionina sintase (SAMS, EC 2.5.1.6)

Além da importancia da via do acido aspartico pEltese de quatro dos nove
aminoacidos essenciais, também fornece precurparasa biossintese de outros metabdlitos
essenciais, como o S-adenosilmetionina (SAM) e ilenet que atuam na regulacdo do
crescimento de plantas e repostas ao ambiente (AMWRCHAM; GALILI, 2002). A
treonina através da sua conversao a isoleucinacipartnas vias de interacdes planta-
patogeno e na producédo de energia celular (KAN&.e2006), além de ser precursora na
sintese de glicina, e assim participar nos prosedsdotorrespiracdo (JOSHI et al., 2006) A
biossintese de isoleucina é economicamente reksvpats uma enzima desta via é alvo de
uma série de herbicidas (FERREIRA; MEINHARDT; AZED@, 2005), e por fim o
metabolismo de lisina esta relacionado a interapi@sta-patdgeno e com a producéao do

horménio do estresse, o0 acido salicilico (LESS; GAL2009).

2.3 Biossintese de lisina e sua regulacéo

Numerosos estudos tém tentado compreender os reeuaEngue regulam a sintese e
o acumulo de lisina no endosperma, devido este aarinoacido essencial mais limitante nos
cereais. Recentes evidéncias genéticas, moleciddrexjuimicas sugerem que a sintese e o

catabolismo de lisina sao regulados por mecanismoplexos (FERREIRA; MEINHARDT;
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AZEVEDO, 2005). Desta forma, vérias revisfes téuo siealizadas em relagdo a rota
metabdlica do acido aspartico (AZEVEDO et al., 1997

Acredita-se que em vias multienzimaticas, em gpeoduto de uma enzima se torna o
substrato da proxima, a primeira enzima da segaémrimalmente atua como reguladora da
velocidade de todo o sistema, sendo chamada dma&nmeguladora. Porém, a regulacdo da
via metabdlica do acido aspértico ocorre em deteadus pontos de ramificacdo, atraves da
regulacdo das enzimas que se encontram nestes §GI@VANELLI, 1980).

A regulacdo das enzimas chave de vias multienziastichamadas de enzima
reguladoras, ocorre através da ativacao/inibic&ospas produtos finais (YOSHIDA et al.,
2010), processo chamado de retroalimentacdo pmséivoalimentacdo negativa, que
desempenha papel fundamental para a regulacdcada sdnsequentemente na sintese dos
seus aminoacidos produtos.

Na via de sintese da lisina o principal controbxércido pelas enzimas AK, HSDH e
DHDPS, assim, estudos objetivam entender os secamsenos de regulagéo.

2.3.1 Aspartato quinase e homoserina desidrogenase

A AK é a primeira enzima da rota catalisando a eos&0 do aspartato epraspartil
fosfato (GALILI, 1995). Os primeiros estudos destazima foram realizados em
microorganismos e posteriormente em plantas, sefahtificada, parcialmente purificada e
bioquimicamente caracterizada em varias espéciesedeais de importancia econémica
(AZEVEDO et al.,, 1997), como cevada (BRIGHT; MIFLINROGNES, 1982), cenoura
(RELTON et al., 1988), milho (DOTSON; SOMERS; GEN®EACH, 1989; AZEVEDO;
SMITH; LEA, 1992), arroz (TEIXEIRA et al., 1998)aliaco (FRANKARD; GHISLAIN;
JACOBS, 1997).

Pelo menos duas isoenzimas tém sido relatadas emtapl (GALILI, 1995;
FERREIRA; MEINHARDT; AZEVEDO, 2005). Uma monofuncial sensivel a inibicdo por
lisina e outra que esta presente como um polipepbitLincional apresentando um dominio
de AK e outro de HSDH, sendo esta sensivel a #ibipor treonina (AK-HSDH)
(AZEVEDO; LANCIEN; LEA, 2006). A isoenzima sensiveh inibicdo por lisina
normalmente é responsével por cerca de 60-80%\ddaate total de AK e esta envolvida na
regulacdo geral da via (AZEVEDO; LEA, 2001) alémsee sinergicamente inibida por SAM
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(ROGNES; LEA; MIFLIN, 1980). A isoenzima sensivelrgbicdo por treonina contabiliza
cerca de 10-20% da atividade total de AK.

Em milho, duas isoenzimas da AK sensivel & lisim@rh eluidas em colunas de
cromatografia de troca iGnica, e uma terceira sehaiinibicdo por treonina identificada por
filtracdo em gel, confirmando a hipétese da existéde trés isoenzimas de AK em vegetais
superiores (AZEVEDO; SMITH; LEA, 1992).

Os resultados provenientes de estudos molecularesiko revelaram a presenca de
no minimo cinco genes que codificam para duas as is@ormas de AK, com base em suas
propriedades de inibicdo pelo produto final (DOTS@MNal., 1989; AZEVEDO; SMITH,;
LEA, 1992). Dois genesskl e ask?2, que codificam a isoforma monofuncional de AK fara
mapeados no braco curto do cromossomo 7 e no bi@ggo do cromossomo 2,
respectivamente (AZEVEDO; ARANA; ARRUDA, 1990; MUEBAUER et al., 1994).
Existem no minimo trés genes que codificam paraofima bifuncional AK-HSDH, os
quais codificam AK sensivel a inibicdo por treoniimis genes foram mapeados, um no
braco longo do cromossomo 2 e o outro no brac@ @atcromossomo 4 (MUEHLBAUER.
et al., 1994).

A homoserina desidrogenase (HSDH) é a primeirangnznvolvida na sintese de
treonina e metionina e catalisa a conversdo dortaspasemialdeido a homoserina na
presenca de NADH ou NADPH. Os primeiros estudos esta enzima foram realizados em
procariotos, principalmentescherichia coli e posteriormente em vegetais.

Pelo menos duas isoenzimas de HSDH tém sido olaenemn plantas, uma sensivel
e a outra resistente a inibicdo por treonina, sesti Gltima, encontrada como uma isoforma
monofuncional no citoplasma, cuja funcdo € aindeaehecida (AZEVEDO; SMITH; LEA,
1992). A isoenzima sensivel a inibicdo por treonipe estd localizada nos plastidios e
representa a maior por¢cao da atividade total de HHSIDgerindo um papel fundamental da
atividade desta isoenzima na sintese de treonisaduas isoenzimas diferem muito em
relacdo a sua massa molecular. A isoenzima sensivalibicdo por treonina é um
homodimero com massa molecular de 180 kDa, enqugudoa isoenzima resistente a

inibicdo por treonina foi relatada com uma masskeowtar de 70 kDa.

2.3.2 Dihidrodipicolinato sintase

A DHDPS é a primeira enzima do ramo da via que Ex@usivamente a sintese de

lisina, sendo considerado o principal ponto de leegio da sintese deste aminoécido em
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plantas (AZEVEDO et al., 1997). Catalisa a condefisado piruvato e d@ aspartato
semialdeido para producao de 4-hidroxi-2,3,4,aédirodipicolinato e tem sido purificada e
caracterizada em plantas exibindo massa moleantae 115 a 167 kDa (FERREIRA;
MEINHARDT; AZEVEDO, 2005).

Esta enzima possui uma Unica forma e € altamemtsiveé® a inibicdo por baixas
concentracgdes de lisina. Galili (1995) observou emeplantas a DHDPS é aproximadamente
10 vezes mais sensivel a lisina que a AK e aprakamente 100 vezes mais sensivel a
inibicdo por lisina do que a DHDPS em Escherichia c

Segundo (GALILI, 1995; GALILI, 2002) plantas quepegssam DHDPS insensivel a
inibicdo por lisina apresentaram uma superprodugéolisina, enquanto que plantas
expressando AK insensivel a inibicdo por lisinaeapntaram um aumento na producdo de
treonina. Este estudo corrobora a hipotese daéexist de uma funcdo regulatéria mais
importante no ponto da via catalisado pela DHDPSuperproducao de lisina em plantas
expressando DHDPS insensivel a inibicdo por ligigsi& geralmente associada com niveis
reduzidos de treonina, sugerindo que a DHDPS e H&®H\petem pelo mesmo substrato, o
B-aspartato-semialdeido (ASA) (GALILI, 1995; GALILR002; AZEVEDO; LANCIEN;

LEA, 2006).

2.4 Catabolismo de lisina

O controle do nivel de lisina, particularmente esmentes, pode ser regulado tanto
pela sua sintese quanto pelo catabolismo (ARRUDIA/A; TEIXEIRA, 2000).

O catabolismo de lisina € iniciado com a enzima@gtutarato redutase (LOR, EC
1.5.1.8) que é a primeira enzima desta via, aguadensa lisina e 2-oxoglutarato para formar
sacaropina. Posteriormente, a sacaropina € hiddalisa acidoa-aminoadipico e acido
glutdmico em uma reacdo catalisada pela enzimarogaca desidrogenase (SDH, EC
1.5.1.9), como pode ser observado na Figura 3sEstzimas apresentam dominios separados
em um polipeptideo bifuncional LOR-SDH (AZEVEDO &, 1997; AZEVEDO; LEA,
2001). Entretanto, a isoforma monofuncional de a&mdm enzimas também foi encontrada
(TANG et al., 2002).

A regulacdo da atividade do polipeptidio bifuncioda LOR ocorre pela interacédo
com o dominio de SDH, a qual € mediada pela regi@omediéria de ligacdo entre os dois
dominios (ZHU; TANG. GALILI, 2002).
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Em monocotiledoneas, como o arroz (GAZIOLA et 2897) e em dicotileddneas,
como tabaco (KARCHI, SHAUL, GALILI, 1994) o cataimho da lisina é realizado pela via
da sacaropina, mas o papel fisiologico do catamolideste aminoacido pode diferir entre as

duas familias de plantas.

Lysine Glutamate

LOR

Saccharopine

2-oxoglutarate Aminoadipate
Semialdehyde

Figura 3 - Via de degradacéo da lisina, estudaitézaimente por Arruda, Sodek e Silva (1982). LORink
cetoglutarato redutase; SDH, sacaropina desidregee EVEDO; LEA, 2001)

A regulacédo do catabolismo de lisina ocorre namapgelas enzimas LOR e SDH,
mas também pelo padrdo de sua expressdo. Em mdlggnes que codificam para as zeinas
e para a enzima LOR-SDH estdo sob o controle donmdator de transcricdo, chamado
opaco-2, assim, com 0 aumento da taxa de sintsseedi@as, através da ativacdo dos genes
pelo fator opaco-2 ha também um incremento nadaiileé de LOR-SDH, resultando na
degradacéo de lisina (AZEVEDO; LANCIEN; LEA, 2006).

O mutante homozigoto recessivo para o ggraeo-2 é caracterizado por um alto teor
de lisina nas sementes quando comparado com o mdhoal, devido as alteracdes na
distribuicdo das proteinas de reserva e grandewdolte lisina na forma solavel (GAZIOLA
et al., 1999). Trabalhos com o mutante opaco-2aex® que houve uma reducdo nos niveis
de mRNA (superior a 90%), na proteina madura LORt&Dambém da atividade da enzima,
e confirmaram o papel do fator de transcricdo offacno catabolismo de lisina
(BROCHETTO-BRAGA; LEITE; ARRUDA, 1992; GAZIOLA etla 1999; KEMPER et al.,
1998).

A clonagem do gene2 revelou que este codifica um fator de transcra@dipo ziper
de leucina (bZIP) (SCHMIDT et al., 1992), capaz abatrolar a sintese daszeinas e a
transcricdo da enzima LOR/SDH, envolvida no cafabuw da lisina (BROCHETTO-
BRAGA; LEITE; ARRUDA, 1992).



35

A significante atividade de catabolismo da lisimasementes observada em diferentes
experimentos sugere que estratégias para aumetdar de lisina nos graos podem requerer
a sua reducéo ou eliminagdo (GALILI; HOFGEN, 20@®sta forma, a complexa regulacdo
que existe entre as rotas para sintese do difsreménoacidos através de um precursor
comum e, o acumulo de lisina que também envolvegalacdo de seu catabolismo, sdo
pontos importantes a serem esclarecidos para urhomehtendimento da via do &cido

aspartico em cereais.

2.5 Estratégias para aumentar lisina em milho

Com o objetivo de melhorar a composicdo de amido&chas sementes dos cereais,
varios trabalhos vém sendo realizados através plarexdo de mutantes naturais para alta
lisina, transformacdo de plantas para alteracdovidametabdlica do acido aspartico
(SHEWRY, 2007), expresséao de proteinas heterolegapressao de proteinas de reserva. No
caso do milho o objetivo principal é aumentar o teolisina.

Assim, o melhoramento de plantas, a identificag@ondtantes naturais, a inducéo de
mutantes bioquimicos e a producédo de plantas #aitsaps tém sido métodos utilizados como
alternativas para estudo e desenvolvimento de dades com altos teores de lisina.
(AZEVEDO; LEA,2001).

2.5.1 Melhoramento convencional

Desde o inicio da ciéncia os mutantes naturaisesersomo base para os estudos
genéticos por possuirem alelos variados, que auoxilbs estudiosos a desvendar como 0
material genético regula o metabolismo e fisiolata plantas.

Uma série de mutacbes naturais em milho foram ifidas, como os mutantes
recessivos (opaque), semi-dominantes (floury) omidantes (Mucronate Mc) e Defective
Endosperm B30 (DE-B30) (GIBBON; WANG; LARKINS, 2005As mutacdes do tipo
opaco conferem um endosperma uniforme e amilaceaieres teores de lisina nos graos
(GEETHA et al., 1991).

Em 1964 o mutante natural Opaco-2 (02) foi caraaddo (MERTZ; BATES,;
NELSON, 1964). Enquanto o genotipo selvagem aptadeonres de 1,5% de lisina o0 opaco

apresenta niveis de cerca de 3,8%. Este aumendgsutado de um maior teor de lisina



36

solavel e de proteinas do tipo ndo-zeinas, alémediacdo do conteldo das zeinas do gréo
(HUNTER et al.,, 2002) e de uma reducdo na atividdde enzimas envolvidas no
catabolismo de lisina (GAZIOLA et al., 1999).

No opaco a caracteristica de alta lisina e endospenais amilaceo, esta associada a
problemas agrondémicos nos programas de melhorameotoercial, como maior
susceptibilidade ao ataque de insetos e doencasresideores de umidade e reducao da
producao.

Para a introducéo de caracteristicas comerciamutante 02, um intenso trabalho de
melhoramento foi realizado pelo “Centro Internaelode melhoramento de milho e trigo”
(CIMMYT) desde a década de 60, resultando no laegémn das variedades de milho
denominadas QPM - “Quality Protein Maize”. O QPMsgwi teores de lisina e triptofano
maiores do que o milho convencional e niveis deytireidade e caracteristicas agronémicas
semelhantes a este (PRASANNA et al., 2001).

No QPM os niveis dg-zeina sdo 2-3 vezes maiores que no mutante o2 TBAI[Et
al., 1991), o que sugere o0 seu envolvimento nasficexgbes do endosperma tornando-o mais
duro devido, provavelmente, a uma compactacao aigp®s proteicos ricos nazeina de 27
kDa ou a interagdo com a rede de amilopectina neerBoie dos grdos de amido
(DANNENHOFFER et al., 1995; GIBBON; WANG;LARKINS 0D3).

2.5.2 Transgenia

Com o uso da transgenia materiais com teores rdaiguados de lisina puderam ser
testados, a exemplo podemos citar pelo menos duasd$ de estudo: alteracdo de enzimas
envolvidas no metabolismo da lisina e alteracépatyéo das proteinas de reserva.

No estudo das enzimas devemos pensar na funcdaddeuma delas dentro da rota
metabdlica, a AK e a DHDPS sédo responsaveis pel@ssl de lisina, no entanto sao
retroinibidas por esse aminoacido quando o nivéd dementa. J& a LOR e SDH séo
responsaveis pela degradacao da lisina quandsestacontra em niveis mais altos que o
normal.

A primeira tentativa de alteracdo da atividade redtica foi a transformacédo de
tabaco para expressar a enzima AKEgeherichia coli menos sensivel a inibigcdo por lisina,
porém, ocorreu uma superproducdo e acumulo deitiggoa incremento insignificante nos
niveis de lisina (SHAUL; GALILI, 1992). Esse resdb ressaltou o papel regulatério central
da enzima DHDPS na sintese de lisina.
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Entretanto, em tabaco transgénico foi observado ajexpressao constitutiva da
enzima DHDPS dé&scherichia coli ocasionou efeitos deletérios no fendtipo da plaamére
eles degeneracdo dos 6rgéos florais e esterilig@dAUL; GALILI, 1992). Para solucionar
esse problema, foi utilizado o gene que codific®BHDPS de bactéria sob controle do
promotor da faseolina, pois sua expressao ocopereggamente nas sementes. Quando ainda
em desenvolvimento as sementes apresentaram untealtode lisina, porém sementes
maduras apresentaram 0os mesmo niveis do que oleon&o transformado. Este resultado é
devido, provavelmente, ao catabolismo, ja que @rpupducdo de lisina nestas sementes
estimulou a atividade das enzimas envolvidas nessesso (KARCHI; SHAUL; GALILI,
1994).

Através da mutacdo da DHDPS de plantas, pesquesdutiveram 0s mesmos
resultados encontrados em bactérias por Shavdr €9896), em que a DHDPS é menos
sensivel a retroinibi¢cdo por lisina, de forma cueota de biossintese de lisina é estimulada
levando ao seu acumulo (FALCO et al., 1995; KWONSBHARA; ABE , 1995; SHAUL;
GALILI, 1992). Em soja e canola, a expressao da PBDJe bactérias resultou em altos
teores de lisina nas sementes, mas acarretou prablea germinacao (FALCO et al., 1995).
Ja em milho a expressdo da DHDPS de bactérias hn&enas sementes aumentou o0s teores
de lisina nos graos, mas o mesmo resultado naobtao quando se utilizou um promotor
endosperma especifico devido, provavelmente, aceratando catabolismo da lisina nestas
sementes (MAZUR; KREBBERS; TINGEY, 1999). Destanar estratégias para aumentar o
teor de lisina nos graos podem requerer a redug@atdbolismo de lisina ou sua eliminacao
lisina. No entanto, o procedimento exato para maaipeste processo depende se esse € um
processo essencial para o crescimento e deseneritorda planta (ZHU, X. et al., 2002).

Mutantes duplos dérabidopsis, apresentando reducdo da expressdo de genes que
codificam enzimas envolvidas na rota de cataboligiadisina e expressando a DHDPS de
bactérias, apresentaram um efeito sinergisticog onaivel de lisina sollvel nas sementes foi
atée 80 vezes maior que o controle, mas neste caseermentes também apresentaram
germinacao e desenvolvimento retardado (ZHU; GALZ003).

A técnica do RNA interferente (RNAI) foi utilizagera supresséo do catabolismo da
lisina em Arabidopsis, onde uma sequéncia dupla fita originada do dami®R da
LOR/SDH com um promotor para expressdo nas semedgesesultados mostraram que o

defeito do catabolismo de lisina pos-germinacacefded sido o responsavel pela inibicdo do
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crescimento de plantulas, além disso, foram detestaumentos na lisina soltvel de 0,29-
0,39 mol% nas sementes controle para 0,21-2,11 mal¥tsementes transformadas (ZHU;
TANG; GALILI, 2004).

A importancia do catabolismo de lisina no equibbenergético das plantas e
consequentemente no aparecimento do processo ifdébis® associado ao processo pos-
germinativo, bem como um efeito negativo nos nideisima série de metabdlitos do ciclo de
Krebs foram comprovados nas sementes que acumitiasméveis de lisina (ANGELOVICI
et al., 2011).

Para a alteracdo no padrdo das proteinas de rgsglovanenos trés estratégias tém
sido testadas, como a utilizagdo de peptideostismdéou a alteracdo dos aminoacidos de
uma proteina endogena, mudanca no perfil das pestale reserva utilizando a técnica do
RNAI ou transformacdo com uma proteina heterologa.

Com a compreensdo da estrutura, funcédo, dobraneemdépologia das proteinas é
possivel realizar a sintese de genes que codifibaa nova proteina, com caracteristicas
desejaveis, e também a insercdo ou substituicéanuieoacidos de uma proteina existente
(SUN; LIU, 2004). Atraves da proteina enddgena dbary-zeina (com residuos de lisina)
modificada, diferentes constru¢cdes foram testadasmastraram que somente um
posicionamento correto do inserto contendo lisirmdpz uma proteina modificada com a
correta conformacédo e estabilidade. Neste casmstragdo dg-zeina com cauda de lisina
causou degradacdo da proteina modificada, enquamonstrucdo com maior chance de
sucesso possui residuos de lisina inseridos nomiorRro-Xaa mostrando que importantes
caracteristicas dos polipeptideos desenhados p#eses da lisina sdo a sua conformacgéo,
estabilidade e localizacdo celular (TORRENT etl#197).

No caso da estratégia baseada na utilizacdo do ,RINAialvo interessante para
alteracdo do perfil de aminoacidos s&o cageina, expressas de forma abundante no
endosperma de milho e com uma composi¢do desbaliack aminoacidos, principalmente
devido a deficiéncia de lisina e triptofano. A fia interromper ou reduzir a expressamda
zeina de 22 kDa, Segal et al. (2003) utilizarardcaita do RNAi com uma construcdowda
zeina inversamente repetida introduzida no gencoma, o objetivo de silenciar os genes da
a-zeina de 22 kDa pos-transcricionalmnete (IR-22 )k[ds resultados mostraram uma
reducdo da expressdo da proteina de 22 kDa, alteranbalanco de aminoécidos e
aumentando de forma modesta os niveis de lisingréms, com aumentos de 18,5 e 11,1%

em cada evento obtido, em relacdo aos teoresina ¢le controle ndo transformado.
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Recentemente o arroz também foi alterado para exjpessar as enzimas AK e
DHDPS insensiveis a lisina, a fim de se obter @italucdo de lisina, e através da técnica de
RNAI regular a expresséao de LOR e SDH para dimiawegradacéo da lisina em sementes.
Em algumas plantas o nivel de lisina livre chegawraentar até 12 vezes nas folhas e até 60
vezes nas sementes. As plantas transgénicas ndmraos alteragdes na germinagao e no
crescimento (LONG et al., 2012).

O uso de genes que codificam uma proteina heterdbrgbém tem sido uma das
estratégias para incrementar o valor nutricionaledpécie de interesse. Como exemplo
podemos citar a proteina especifica de grdos denpdé batataSplanum berthaultii),
chamada sb401, rica em lisina que foi expressa émo sob controle do promotor dazeina
de 19 kDa. Os resultados mostraram incrementoseooss de lisina de 16,1% para 54,8% e
de proteina total de 11,6% para 39% (% do peso rdo),gcomparando-se as plantas
transformadas com o controle ndo transformado (&l.e2005). O milho transgénico Y642
foi submetido a testes toxicoldgicos, e foram forhes na dieta de ratos durante 90 dias e,
comparados com a linhagem QPM né&o transgénicaefdtados ndo mostraram qualquer
efeito negativo aos ratos alimentados com esteoniimsgénico, concluindo que este € um
alimento nutritivo e seguro, assim como a linhaggM (HE et al., 2009).

Além de proteinas de outras espécies de plantaRipas animais também tém sido
pesquisadas para melhoria dos teores de aminoa@dssnciais no milho. Bicar e
colaboradores (2008) expressaram a proteilzetoalbumina do leite nos graos de milho e
obtiveram 2 eventos transformados. A transformdgéaoonfirmada por Southern blot e pelo
Western blot. Os teores de lisina nos graos tramsfdos tiveram um aumento de 29 a 47%
em relagao aos controles.

Outra proteina heteréloga que esta sendo pesquisada alternativa para melhoria
da qualidade nutricional do milho é a zeolina, fuesintetizada inicialmente por Mainieri et
al. (2004) para estudar o acumulo e a localizagéoedular em tabaco, investigando se o

dominio day-zeina era capaz de alterar o enderecamento ddifase

2.5.2.1 A zeolina

A zeolina é uma proteina formada pelas principaidefnas de armazenamento do

milho e do feijdo. Ag-zeinas que sdo acumuladas no reticulo endoplasnets faseolinas
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que séo acumuladas em vacutolos de armazenamentdTE|(1998; LENDING; LARKINS,
1989).

Por ser uma proteina quimérica, € composta pordiitoacidos da faseolina T343F
do feijdo, um peptideo sinal seguido por uma serfaéde ligacdo de 15 aminoéacidos
(GGGGS) ligado a regido N-terminal dazeina, que compreende 89 aminoacidos (Figura 4)
(MAINIERI et al., 2004).

1 MMRARVPLLL LGILFLASLS EE EESQDNPFYF NSDNSWNTLF KNQYGHIRVL &0
61 QRFDQQSKRL QONLEDYRLVE POOADAELLL VVRSGE V LVEFPDDRREY 120
121 FFLTSDNPIF SDHQKIE I K EDLRIIQLAM PVNNPQIHEE : ; 180
181 ';'-'_Z;)E_il_'—"" HIL EAS Fu,_:l* F AL l"' I L“I-_""D" QOEGVIVNID SEQIKKLSKH AK

19, TI‘ I* I* J»I TERT ) EEGALFVPHY YSKAIVI

30 ETLE ! PVAIEKATSNV N s LNAN 360
361 TDNVISSIGE S [ FVDAHHHQQE GR 420
421 GGGG‘\GGGU .:»GGGGSI GCG CQ : VI J LPPPVHLPPP Vi I]_l' 'E‘ HLP 480
481 PPVHVPPPVH LPPPPCHYPT QPPRI QPHPQ PHPCPCQQPH PSPCQ

Figura 4 - Sequéncia de aminoacidos da proteinmégiga zeolina. Os residuos 1 ao 421 representam a
sequéncia completa da faseolina. O peptideo siA@rminal esta marcado em cinza-escuro e a
sequéncia de ligacdo sintética esta em cinza-clasoresiduos 437 ao 525 correspondem aos 89
residuos da-zeina (MAINIERI et al., 2004)

Varias proteinas vegetais de armazenamento, erdevegjar diretamente a partir do
RE para o complexo de Golgi e em seguida, ao s&tinddinal, formam grandes agregados
chamados de corpos proteicos dentro do reticulopdasimatico (VITALE et al.,, 2004),
como é o caso dazeina, que da essa caracteristica a zeolina.

Conforme Mainieri et al. (2004), azeina de 27 kDa, € formada pelo dominio
PPPVHL repetido oito vezes (“tandem repeat”), sdguypor um dominio rico em prolina
(dominio “Pro-rich”) e um dominio C-terminal ricanecisteina (dominio “Cys-rich”).

O acumulo der-zeina no RE pode acontecer tanto em tecidos vegetajuanto de
reserva, mesmo na auséncia das demais classesnds. 28 que indica que o dominio N-
terminal rico em prolina e o dominio C-terminabriem cisteina determina a reten¢éo no RE,
através da interacdo com a membrana ou atravéma@ssociacdo entre as proteinas. Assim,
nenhum outro fator tecido especifico pode ser medpielsto esta de acordo com os resultados
obtidos comArabidopsis, em que houve acumulo gazeina mesmo sendo uma proteina de
reserva do grédo de milho (GELI; TORRENT; LUDEVIDQ). Esta hipotese também foi
reportada em outro trabalho em que a zeolina fpressa em alfafa, resultando em um
acumulo nas folhas de 0,22 mg a 0,28 mg de zeglide/peso fresco, aproximadamente
0,35% do total da proteina soltuvel. Os autoresd#ara que a porcdo dezeina presente na
proteina de fusdo é suficiente para induzir a fgéoade proteina no interior do corpo do
reticulo endoplasmatico (BELLUCCI; MARCHIS; ARCIONI0Q7).
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Bellucci, Marchis e Arcioni (2007) mostraram queelina pode acumular também
no cloroplasto a niveis mais baixos do que nouletiendoplasmatico, porém sua estabilidade
€ comprometida pela atividade proteolitica do @tasto. Nesta organela a zeolina ndo é
armazenada em corpos proteicos, hem o0s polipeptip@ecem estar ligados por ligacdes
dissulfeto inter-cadeias, que sédo geralmente foampelas seis cisteinas da porgé&eina, o
que indica o dobramento anormal da proteina reazamkbe.

A faseolina faz parte da classe das proteinas shrviee 7S, uma das proteinas de
leguminosas mais importantes para a nutricdo humasa proteinas de reserva das
leguminosas séo classificadas de acordo com cosigiente de sedimentacdo em globulinas
2S, 7S ou 11S. As proteinas nativas 7S sdo trimewosetrameros com polipeptidios
heterogéneos com Mnaior ou igual a 40 kDa (CARBONARO, 2006). As soidades da
faseolina sdo montadas dentro do lumen do RE eigaarjtintas por interagdes hidrofobicas,
formando homotrimeros soliveis. Os trimeros segartéo para o complexo de Golgi e
desta organela séo transportados para os vacimlasrthzenamento, devido a um peptideo
sinal AFVY (FRIGERIO et al., 1998).

Uma hipotese para explicar a estabilidade da zeolnreticulo endoplasmatico, é de
que a zeolina se torna insoluvel rapidamente, @rala formacdo de pontes dissulfeto e a
formagao de oligbmeros, e devido a associacdo ¢@peconas moleculares BiP (“Binding
Protein”). Essa caracteristica de retencdo no RIe per conferida as outras proteinas através
do dominio N-terminal dag-zeina (dominios “tandem repeat” e “Pro-rich”), dergue, a
formacgdo dos corpos proteicos ocorre mesmo quendnito C-terminal dg-zeina nao esteja
presente, talvez por uma propria tendéncia dasipag da classe 7S de formar grandes
complexos (MAINIERI et al., 2004).

Os seis residuos de cisteina presentes na zeélneesponsaveis pela formacao das
pontes dissulfeto inter-cadeia, sendo um dos respeis pela insolubilidade da proteina, o
que impede que a mesma trafegue pela via secretéaaionando sua retencdo no RE com a
formacao dos corpos protéicos (POMPA,; VITALE, 2006)

A zeolina se apresentou como uma proteina dupl&ardtiva para ser expressa em
milho: por suas caracteristicas de estabilidademigado um grande acumulo no

endosperma, e por apresentar 25 residuos de lisina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Producéo do material vegetal e coleta

As sementes de milh@éa mays L.) estudadas neste projeto fazem parte da tese de
doutorado da aluna Luciana Ambrozevicius, que toamou sementes hibridas de milho com
uma proteina quimérica denominada zeolina, que & eombinacdo de 421 aminoacidos da
faseolina do feijdo com 89 aminoacidos gaeina do milho sintetizada e descrita
inicialmente por Mainieri et al.(2004) e inserida genoma do milho sob controle de um
promotor endosperma especifico isolado ydiafirina de sorgo. Na transformacgéo foi
utilizado o hibrido Hill, que é resultado do cruzmto das linhagens A188 e B73, linhagens
estas que sdo de dominio publico. As transformadéebibrido Hill foram realizadas na
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas.

No presente projeto, inicialmente, foi necessaniopggar o material vegetal da
geracdo F2, estudado por Ambrozevicius (2010) seéaseventos transformados (Zeo 3, Zeo
4, Zeo 5, Zeo 6, Zeo 8 e Zeo 10) e do hibrido kb transformado (controle Hill), para que
obtivéssemos a geracédo F3, alvo do estudo.

As sementes foram semeadas em sacos plasticompdes e apds a germinacéo e
teste de transgenia transplantadas em vasos de(R@ura 5 A) mantendo-se 1 planta por
vaso, totalizando 10 plantas por evento e 10 pamdaa o controle distribuidas inteiramente
ao acaso na casa de vegetacao (Figura 5 B) notaieyemto de genética da ESALQ — USP

em Piracicaba.

Figura 5 - Conducao do experimento em casa de agi@iet A. Plantulas de milho 15 dias apds a semaaBur
Plantas de milho no final do estagio reprodutivibdias apos a polinizagao
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Figura 6 — Método indireto para deteccdo da tramagaravés do teste imunocromatografico, com tieafiuxo
lateral detectando a proteina PAT, com folha dehanil2 dias ap6s a semeadura. A. Corte do
fragmento de folha. B. Tiras de fluxo lateral caaultado positivo e negativo para transgenia

Apo6s 12 dias da germinacdo todas as plantas foeastadas para identificacdo da
presenca do transgene na geracdo F3 visto quee es€gjregacdo na progénie. Esta
identificagdo foi realizada de forma indireta aé®vda deteccdo da proteina PAT
(fosfinotricina acetil transferase) usada como a@oc de selecao.

O procedimento consiste em retirar um pequeno pedkc folna das plantulas
germinadas (Figura 6 A), colocar em tubo plastamoescentar 750 uL de tampao, macerar
com um pistilo, colocar a fita e ler o resultad@sp min. A presenca de uma Unica banda
indica que a amostra é negativa para presencaotisima PAT e a presenca de duas bandas
indica que a amostra € positiva, ou seja, a plairansgénica (Figura 6 B).

Como o milho é uma planta alégama, foi realizadautapolinizacdo controlada das
plantas e a coleta de gréos imaturos aos 16, 20d&a& apos a polinizacdo (DAP). As espigas
foram coletadas, imediatamente congeladas em éirodiquido e armazenadas em freezer -
80°C, para posterior extracdo das enzimas envolvidasetabolismo de lisina (AK, HSDH,
DHDPS, LOR, SDH).

Foram plantadas sementes extras do controle Hiltnadsformado a fim de garantir a
disponibilidade de pdélen para as plantas transfdasiacaso ndo ocorresse sincronizagédo do
florescimento, no entanto ndo foi necessario atllas. No final do ciclo foram coletadas
sementes maduras para caracterizacéo de proteimaseatva, quantificacdo de aminoacidos e

propagacédo de geracgdes futuras.
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3.2 Proteinas de reserva

3.2.1 Extracao de proteinas de reserva

Para extragdo das proteinas de reserva, foi aukilizamétodo de Landry, Delhaye e
Damerval (2000). Foram utilizados 100 mg de farirdman 2 repeticdes. As amostras foram
tratadas com 1 mL de hexano, a temperatura ambdunrante 15 minutos, com leves
agitacoes, deixadas para secar overnight. O hefoanuilizado para solubilizar os lipideos
presentes na farinha e impedir que estes pudesserferir na extragao proteica.

O processo de extracdo é sequencial, desta formatifi@aado o precipitado da
extracdo anterior como pellet da extracdo segubteante toda a extracdo sequencial a
amostra foi levemente agitada durante 5 minutas, gaxiliar a solubilizacdo das proteinas.
Apos a solubilizagdo de cada fragdo proteica, asandoi centrifugada a 9.000 g durante 5
minutos, os sobrenadantes foram coletados e ar@daer®em freezer a -70 °C para posterior
analise.

Para a extracdo da primeira fracdo proteica, dsuliias, foi adicionado a farinha
seca 1 mL de uma solucdo 0,5 M de NaCl por 30 m&at4 °C, este processo foi repetido
duas vezes. Os sobrenadantes obtidos apds caddfugegBio foram misturados e
armazenados.

A fracdo albumina foi extraida submetendo o pelifgerior a uma nova extracdo com
1 mL de agua Milli-Q por 15 minutos a 4 °C, repetiduas vezes. O sobrenadante obtido
apos a primeira centrifugagéo foi armazenado, @ecesadante da segunda centrifugagéo foi
descartado.

As zeinas foram obtidas em duas fracdes, zeinzeira Il. A zeina | foi extraida a
partir do pellet anterior, em 1 mL de solucdo 55%v)( 2-propanol e 0,6% (v/v) 2-
mercaptoetanol por 30 minutos a temperatura andjieste processo foi repetido trés vezes e
0s sobrenadantes obtidos apdés cada centrifugagéon fonisturados e armazenados.
Sequencialmente, a zeina Il foi extraida em 1 misalacdo 0,5 M NaCl, pH 10 contendo
0,6% (v/v) 2-mercaptoetanol a temperatura ambipote80 minutos, repetido duas vezes. Os
sobrenadantes obtidos de cada fragdo foram missi@drmazenados.

A ultima fracdo proteica, a glutelina, foi obtidelg extracdo do pellet anterior com 1

mL de solucdo 0,5% (p/v) SDS, pH 10, contendo 0ZBPtercaptoetanol por 30 minutos a
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temperatura ambiente, repetido trés vezes. Os rsmtmates obtidos apds a centrifugacao

foram misturados e armazenados.

3.2.2 Quantificacao de proteinas

A concentracao de proteina de cada fragdo extfa@iidaantificada utilizando-se o Kit
da Bio-Rad, segundo o método de Bradford (1976jua utiliza soro albumina bovino
(BSA) como padrdo. Os valores foram determinados refacdo a curva padrdo de
concentracbes conhecidas de BSA por regressaor.lifealeitura foi realizada por
espectrofotometro (Perkin Elmer — Lambda 40) a 585n

3.2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecslulfato de sédio (SDS-PAGE)

A eletroforese em sistemas SDS-PAGE é empregadestrdos de proteinas, o qual
utiliza um agente dissociante para desnatura-lassebunidades. O agente dissociante
comumente utilizado é o detergente i6nico dodadiia de sdédio (SDS). A mistura de
proteina € desnaturada pelo aquecimento, na peeder§DS e mercaptoetanol, cuja funcéo é
guebrar as ligagdes do tipo pontes dissulfeto (LAMEN 1970).

A eletroforese de cada fracdo proteica foi realizath cuba vertical, utilizando
sistema de mini-gel no tamanho de 8,3 x 10,2 cmni(MHrotein 1) da Bio-Rad. A
concentracdo do gel foi de 10% de poliacrilamida padas as fracdes estudadas.

Para a confeccéo do gel de resolugcdo (um minifgelptilizado 2,5 mL de uma
solucdo 40% de acrilamida (Sigma), 2,5 mL de tamfits 3 M, pH 8,9, 5 mL de agua e
100 uL de SDS 10%. Como catalisadores foram utilizad®$ill de TEMED e 25uL de
persulfato de amonio 1%. Apés a polimerizacéo dgsktécerca de 30 minutos), foi aplicado
0 gel de empacotamento. Para a confecgéo destdjliado 500uL de acrilamida, 1,25 mL
tampao TRIS 500 mM pH 6,7, 2,75 mL de agua @b@e SDS 10%. Para a polimerizacao
foram utilizados 1QuL de TEMED e 5QuL de persulfato de amdnio 1%.

Para cada gel foram aplicadospd de padrdo BenchMark - Protein Ladder —
Invitrogen e 6ug de proteina de cada amostra. Para cada amasaididmnado na proporgao
1:1 de tampdo de amostra, que contém 3 mL de agstilada, 1 mL de tampado de
empacotamento, 1,6 mL de SDS (10%), g0Gle solucdo 0,5% de azul de bromofenol e 400

ML de mercaptoetanol.
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A eletroforese foi conduzida a temperatura ambi@me corrente constante de 15
mA/placa. O tampao de corrida contém 25 mM TRIS8p#Hacrescido de 192 mM de glicina
e 1% de SDS 10%.

Para a coloracdo dos geéis foi utilizado nitratopdata. Apds a corrida, o gel foi
colocado em solucdo fixadora overnight contendo 4 etanol e 10% de &cido acético
glacial. Posteriormente, o gel foi colocado em s&tuincubadora por 15 minutos, contendo
3,4 g de acetato de sddio trihidratado, 15 mL eaadf 0,2 g de tiossulfato de sédio e 260
de glutaraldeido 25%, completando o volume panmBOPosteriormente o gel foi lavado por
45 minutos (3 x 15 minutos) com agua destiladaceliado em solucdo de nitrato de prata por
15 minutos, contendo 0,05 g de nitrato de pratd L1 de formaldeido, completando o
volume para 50 mL com agua destilada. O gel fab@ado em solucdo reveladora contendo
1,25 g de carbonato de sodio @il5de formaldeido, completando o volume para 50 raL d
agua destilada, até aparecerem as bandas e paostarie colocados em solucéo stop (0,73 g
de EDTA em 50 mL de &gua destilada) para paraagédmede coloragdo (BLUM; BEIER;
GROSS, 1987). Os géis foram documentados no Imeayen8r — Amersham Biosciences.

3.3 Aminoacidos soluveis totais

3.3.1 Extracdo de aminoacidos soluveis totais

Os aminoacidos soluveis foram extraidos segundoétmdo de Bieleski e Turner
(1966), com duas repeticdes. Foi utilizado 200 mdadinha fina e homogénea de sementes
maduras de milho com 2 repeticdes, em 2 mL de M@wtgnol: cloroférmio: agua, na
proporgao 12:5:3). A mistura foi mantida overnight°C e centrifugada a 10.0000 g durante
20 minutos. Ao sobrenadante foi adicionado 1 micldeoformio e 1,5 mL de agua destilada
para cada 4 mL de MCW utilizado. A amostra foi daijada novamente e a fase aquosa
formada foi retirada cuidadosamente. A fase cotetadcolocada em banho-maria por 1 h a
38 °C e utilizadas para dosagem de aminoacidos soltntaiis, separacao e determinacao da

composicao de aminoacidos solUveis por cromat@gligfiiida de ultra eficiéncia (UPLC).
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3.3.2 Hidrdlise acida das proteinas de reserva

Foi realizada extracdo de aminoacidos incorporatogroteinas de todas as fracdes
proteicas individualmente (Globulinas, Albuminasjras |, Zeinas Il e Glutelinas) através da
hidrolise acida de proteinas com HCI 6 N (FOUNTOWUS; LAHM, 1998).

Para a hidrdlise, foi utilizado 50 pug de proteieacdda fracdo proteica, com 2 repeticbes, na
proporcdo de 4 mL de HCI para cada 10 mg de pmaté&inmistura foi colocada em tubo
eppendorf de 1,5 mL e o volume foi completado catrogénio liquido para retirada do
oxigénio. Os tubos foram colocados em banho sdd®&C durante 22 horas.

A proteina hidrolisada foi centrifugada a 9.000gadte 20 minutos, e o sobrenadante
foi liofilizado. As amostras foram ressuspendidas 30 pL de agua Milli-Q para posterior

guantificacdo dos aminoacidos presentes no hidaiproteico através de UPLC.

3.3.3 Separacédo e determinagéo da composicéo de maodicidos por UPLC

A andlise de cromatografia liquida de ultra efician(UPLC) foi realizada com o
sistema Acquity (Waters), coluna BEH C18 (100 m.X mm i.d., 1.7 um), fluxo de 0,7
mL/min e temperatura da coluna de 46 °C.

Foram utilizados para a derivatizacdo 70 uL de &miporato, 1QuL da amostra
contendo os aminoacidos e P do derivatizante (AccQ - fluor). Apds, a mistuia
colocada em banho seco a 55 °C por 10 minutoseedasem tubos especificos para inje¢do
da amostra. O volume da injecdo foi de 1 puL e acg@b ocorreu através de comprimento de
onda de 260 nm.

As concentracdes de aminoacidos nas amostras fdedemminadas em relacdo a
curva padréo de concentracdes conhecidas dos asidosdistidina, serina, arginina, glicina,
aspartato, glutamato, treonina, alanina, proliisad, tirosina, metionina, valina, isoleucina,

leucina e fenilalanina.
3.4 Extracao e purificagao parcial das enzimas enladas no metabolismo de lisina
Para a extracdo das enzimas foram utilizados graagiros provenientes de uma

amostragem composta, composta por 3 espigas osiwleddiferentes plantas, de cada evento
para cada um dos estagios de 16, 20 e 24 DAP. & grom 16, 20 e 24 DAP foram



49

trituradas em almofariz em nitrogénio liquido pamanter as amostras congeladas até
obtencédo de um material com aspecto de farinhaefimamogénea.

Para a extracdo das enzimas da sintese de lisida:HSDH e DHDPS foram
utilizados diferentes tampdes, descritos a seguir.

Para extracdo da enzima AK os graos imaturos m@aefaram homogeneizados com
tampéao de extragao (50 mM Tris-HCI (pH 7,4) coneBd0 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 2 mM L-lisina, 2 mM L-treonina, 10% (v/v) gkeol, 0,1 mM PMSF e 5% (p/v) PVPP)
na proporcéo 1:2 (10 g de material para 20 mL dg&®), em almofariz com auxilio de um
pistilo (AZEVEDO et al., 2003).

Para a enzima HSDH os graos imaturos foram homagges com tampao de
extracdo (50 mM Tris-HCI (pH 7,5), contendo 1 mMED 2 mM DTT, 5 mM L-treonina,
10% (v/v) glicerol, 0,1 mM PMSF e 5% (p/v) PVPP)praporcéao 1:2 (5 g de material para
10 mL de tampéo), em almofariz com auxilio de ustilpi (AZEVEDO et al., 2003).

Para extracdo da enzima DHDPS os graos imatur@nfdromogeneizados com
tampéao de extracdo (100 mM Tris-HCI (pH 7,5) codee2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1,4%
(p/v) acido ascorbico e 5% (p/v) PVPP) na proport@(10 g de material para 20 mL de
tampdao), em almofariz com auxilio de um pistilo.

Para extracdo das enzimas de degradacao de li€iRaeL SDH os graos imaturos
macerados foram homogeneizados com tampéao de &xtnacproporgéo 1:2 (5 g de material
para 10 mL de tampéo), em almofariz com auxilioude pistilo. Foi utilizado tampé&o de
extracdo 100 mM fosfato de potassio (pH 7,0), cute50 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 0,1 mM PMSF, 10% (v/v) glicerol e 5% (p/v) PRRGAZIOLA et al., 1997).

Para cada enzima os extratos foram centrifugad®80® g por 30 minutos. Os restos
celulares precipitados foram descartados, o sobeet@, denominado de extrato bruto, foi
submetido a precipitacdo com sulfato de amoéniooTmprocesso de extracdo foi conduzido a
4°C.

3.4.1 Precipitacdo com sulfato de aménio

Neste procedimento de purificacdo de proteinas, quantidade recomendada de
sulfato de amonio solido para a precipitacdo deepras na faixa de 30% - 60% (Figura 7) foi
adicionada vagarosamente ao extrato enzimaticonsotpeneizado por agitacdo lenta (em

agitador magnético) durante aproximadamente 30tosnaté a completa dissolucdo do sal e
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posteriormente centrifugadas a 9.000 g durante iBOtos. Todo o processo foi conduzido a

4 °C e o precipitado obtido foi armazenado em freaz&0°C. Método adaptado de Dawson
e colaboradores (1969).

F. | 10 | 20 | 25 | 30 | 33 | 35| 40 | 45 | 50 | 55 [ 60 [ 65 [ 70 | 75 | 80 | 90 [ 100
P.
0 | 56 | 114 | 144|176 | 196 | 209 | 243 | 277 | 313 | 351 | 390 | 430 | 472 [ 516 | 561 | 662 | 767
10 57 | 86 | 118 | 137 | 150 | 183 | 216 | 251 | 288 | 326 | 365 | 406 | 449 | 494 | 592 | 694
20 29 | 59 | 78 | 91 | 123 | 155|189 | 225 | 262 | 300 | 340 | 382 | 424 | 520 | 619
25 30 | 49 | 61 | 93 | 125|158 ] 193 | 230 | 267 | 307 | 348 | 390 | 485 | 583
30 19 [ 30 | 62 | 94 [ 127162198 [ 235 [ 273 | 314 | 356 | 449 | 546
33 12 | 43 | 74°| 107 | 142 [ 177 | 214 | 252 | 292 | 333 | 426 | 522
35 31 | 63 | 94 | 129 | 164 | 200 | 238 | 278 | 319 | 411 | 506
40 31 | 63 | 97 | 132 | 168 | 205 | 242 | 285 | 375 | 469
45 32 | 65 | 99 | 134 | 171 | 210 | 250 | 339 | 431
50 33 | 66 | 101 | 137 | 176 | 214 | 302 | 392
55 33 | 67 | 103 | 141 | 179 | 264 | 353
60 34 | 69 | 105 | 143 | 227 | 314
65 34 | 70 | 107 | 190 | 275
70 35 | 72 | 153 | 237
75 36 [ 115198
80 77 | 157
90 79

F. P. = Faixa de Precipitacio.

Figura 7- Precipitagcdo com sulfato de aménio (g/L). A fai& mtecipitacdo requerida é a referéncia para a
quantidade de sulfato de aménio a ser utilizadanasstras

3.4.2 Dessalinizagcédo das amostras

Foram utilizadas colunas Sephadex G-25 equilibragas 5X o volume da coluna
com o tampéo de eluicao respectivo para cada en2imastras coletadas desta coluna foram
utilizadas para a determinacédo da atividade espagifira cada enzima. Todo o processo foi
conduzido a 4 °C.

O precipitado da amostra contendo AK, obtido petaracéo com sulfato de amoénio
foi ressuspendido em tampéo de eluicdo 25 mM T@$(dH 7,4) contendo 1 mM DTT, 0,1
mM L-lisina, 0,1 mM L-treonina e 10% (v/v) de gliok

O precipitado da amostra contendo HSDH, obtido pefaracdo com sulfato de
amonio foi ressuspendido em tampéao de eluicdo 25Tm8HCI (pH 7,5) contendo 1 mM
DTT, 1 mM EDTA, 0,1 mM L-treonina e 10% (v/v) deagrol.

O precipitado da amostra contendo DHDPS, obtida geturagdo com sulfato de

amonio foi ressuspendido em tampéo de eluicdo 10Tms-HCI (pH 7,5) contendo 2 mM
EDTA e 1,4% (p/v) acido ascoérbico.
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O precipitado da amostra contendo LOR e SDH, ohi&gla saturacdo com sulfato de
amonio foi ressuspendido em tampéo de eluicdo 1A0Tms-HCI (pH 7,4) contendo 1 mM
DTT, 1 mM EDTA e 10% (v/v) glicerol.

O volume utilizado de tampéo de eluicdo foi o mepassivel, apenas o suficiente
para ressuspender completamente o precipitadoneitpest passagem através da coluna de
dessalinizagéo.

3.4.3 Ensaio enzimatico da AK

A determinagéo da atividade da enzima AK baseadmsaio do hidroxamato fornece
uma medida indireta da atividade da enzima (PECHEFR¥PONY, 1968). A hidroxilamina
€ convertida a hidroxamato ao reagir com o acilatos formado pela reacdo da enzima na
fosforilacdo do aspartato, e o hidroxamato presepbele entdo ser medido por
espectrofotometria a um comprimento de onda den&5

O ensaio da atividade da AK foi conduzido num vauiimal de 500 uL de acordo
com a metodologia (AZEVEDO; SMITH; LEA, 1992). A shira do ensaio foi composta por
100 pL de tampéo 100 mM Tris-HCI (pH 7,4) conteddoM DTT e 20% (v/v) glicerol, 100
puL 250 mM acido aspartico (pH 7,4), 50 uL 125 mNfato de magnésio, 50 pL 200 mM
ATP (pH 7,4), 50 uL hidroxilamina 4 M (pH 7,4), %L agua destilada, 100 pL extrato
enzimatico. Controles contendo 50 pL L-lisina 100,050 puL L-treonina 100 mM e 50 pL
L-lisina e L-treonina 100 mM, foram adicionados mosaio para identificar possiveis
isoenzimas sensiveis a lisina e treonina. Pararmcbro substrato da enzima (acido aspartico)
foi substituido por &gua destilada. O ensaio ficiadlo pela adicdo do ATP e incubado por 60
minutos a 35°C. A reacdo foi finalizada pela adicdo de 500 plckbeeto férrico 670 mM
contendo 370 mM HCI e 20% (p/v) de acido tricloetasn (TCA). Para remocao dos
precipitados proteicos formados, as amostras farantrifugadas a 10.000 g durante 10
minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdimet 505 nm (Perkin Elmer — Lambda 40),

com trés repeticoes.

3.4.4 Célculo da atividade da AK

A quantidade de hidroxamato formado foi determinatarelacdo a curva padréo de

concentracdes conhecidas de DL-aspafidta@roxamato, por regresséo linear, baseado na
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leitura em espectrofotdmetro (Perkin EImer — LamB@lpa 505 nm. A atividade especifica
da enzima em mmol.mimg* proteina, foi obtida dividindo-se a quantidadéhidgoxamato
formada na reacdo pela quantidade de proteina desti@me pelo tempo de ensaio em

minutos.

3.4.5 Ensaio enzimatico da HSDH

O ensaio de HSDH foi baseado na reacéo reversazitaag que consiste na formacéo
do aspartato semialdeido utilizando a homoserimaocsubstrato e o NADRcomo co-fator
reduzindo-o a NADPH. A determinacdo da atividadeedaima €, portanto, a medida da
formacdo de NADPH, a qual foi realizada por espéatdometro (Milton Roy, Genesys 5) a
340 nm, com trés repeticdes.

A mistura de ensaio num volume final de 1 mL fondozido como descrito por
Azevedo et al. (1992). Foi utilizado 800 pL TrisHHIDO mM (pH 9,0) contendo 150 mM
KCI, 1 mM DTT, 0,5 mM EDTA, 100 uL homoserina 200Min100 pL NADP 4,8 mM e
100 pL extrato enzimatico. Controle contendo 1Gngbnina 500 mM (concentracao final de
5 mM) foi adicionado no ensaio para verificar oitefaleste aminoécido na atividade da
enzima. No ensaio denominado branco, foi medidavaade residual ocorrida pela reducéao
inespecifica do NADP sem a adicdo do substrato da enzima (homoseringliab foi
substituido pelo tampéo de ensaio Tris-HCI (pH.9,0)

A reacdo foi iniciada pela adicdo do co-fator NADP a absorbancia a 340 nm
determinada imediatamente apds o inicio da reatdmpl inicial) e posteriormente
incubadas por 30 minutos a 30, e realizada novamente a leitura de absorbampdia a
incubacéo (tempo final). A atividade da enzimavigiificada pelo aumento na absorbancia a

340 nm. O ensaio de cada amostra foi feito conré@sticoes.

3.4.6 Célculo da atividade da HSDH

Para o calculo foi utilizada a diferenca entre sodbéncia no tempo final e no tempo
inicial, descontando-se o branco (reducdo inespaaib NADP). A atividade especifica da
enzima emmmol NADP" reduzido.miff.mg" proteina foi calculada considerando que cada
nmol de NADP reduzido a NADPH representa um aumento de 0,0062fbsorbancia a 340
nm, assim a quantidade de NADPH formada foi divadmklo tempo de incubacdo em

minutos e pela quantidade de proteina presentmostia.
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3.4.7 Ensaio enziméatico da DHDPS

A determinacéo da atividade da DHDPS foi realizaela reacdo de condensacéo do
piruvato e do B-aspartato semialdeido (ASA) para formacdo de kiR, 3,4,5-
tetrahidrodipicolinato. O ensaio em um volume fidal500uL foi conduzido como descrito
por Varisi et al. ( 2007), com algumas modificagd&smistura foi composta por 5L
tampao Tris-HCI 100 mM (pH 8,0), 4L piruvato 100 mM, 5QL B-aspartato semialdeido
(ASA) 10 mM (neutralizado antes do uso com NaOHW) (AL agua destilada e 254L do
extrato da enzima. Controles contendo i0Q_-lisina 5 mM e 25 mM (concentracéo final de
1 mM e 5 mM) e 10QuL aminoetil L-cisteina (AEC), um analogo sintétaa lisina, 5 mM e
25 mM (concentracéo final de 1 mM e 5 mM) foranlizados para determinar o efeito destes
aminoacidos na atividade da enzima. Para o bramcsubstrato da enzima (ASA) foi
substituido por agua destilada. O ensaio foi indaka 35 °C por 60 minutos e a reacao foi
interrompida pela adicdo de 500 da solucéo stop contendo 220 mM acido citric®, Bt
fosfato de sédio e 0,25 mg.mio-aminobenzaldeido dissolvido em etanol (ABA). Gao
foi novamente incubado a 35 °C por 60 minutos paraitir a coloracdo. Apds a incubacgéo
os ensaios foram centrifugados a 12.000 g durahtmihutos e a leitura foi realizada em

espectrofotdmetro a 520 nm (Perkin Elmer — Lami@ijaebm trés repeticdes.

3.4.8 Sintese d@-aspartato semialdeido (ASA)

O B-aspartato semialdeido (ASA) foi obtido pela ozm®da DL-alilglicina. Para a
producao do ASA, 2,3 g (20 mM) de DL-alilglicinarémn dissolvidos em 20 mL HCI 1 N e
submetido ao processo de ozondlise, sendo a samgétida em banho de gelo durante 120
minutos até a conversdo completa da DL-alilglicenf-aspartato semialdeido (BLACK;
WRIGHT, 1955). A solucdo contendo ASA foi subdividen fracdes contendo 1 mL e
mantidas congeladas em meio acido para manterugdsokstavel, sendo neutralizada pela

adicao de NaOH, somente na hora do uso.

3.4.9 Calculo da atividade da DHDPS

A atividade da DHDPS foi determinada em unidadesrdama.mg proteina, sendo
gue 1 unidade da enzima foi arbitrariamente dediridmo a quantidade de enzima que
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produz uma alteracdo na absorbancia a 520 nm del.mbdi'.mg' de proteina
(WALLSGROVE, R M; MAZELIS, 1980).

3.4.10 Ensaio enzimatico da LOR

A determinagdo da atividade enzimatica da LOR fasdada na reagdo de
condensacdo de lisina e 2-oxoglutarato para fornagh sacaropina, utilizando NADPH
como co-fator, oxidando-o a NADP.

O ensaio foi conduzido para um volume final de AQQcomo descrito por Gaziola et
al. (1997). A mistura do ensaio foi composta pd @2 100 mM Tris-HCI (pH 7,4), 60 pL
L-lisina 300 mM, 30 pL acidai-cetoglutarico 300 mM (neutralizado com KOH), 30 pL
NADPH 4,2 mM e 60 pL do extrato enzimatico. A alatie residual ocorrida pela oxidacao
inespecifica da NADPH foi medida pelo ensaio seigdaddo substrato lisina (branco). A
reacdo foi iniciada pela adicdo do extrato enzicoate a absorbancia a 340 nm foi
determinada em espectrofotdmetro (Milton Roy, Ggnég, foi determinada imediatamente
apos o inicio da reacao (tempo inicial) e postererte depois de um periodo de 15 minutos
de incubacdo a 30C (tempo final). A atividade da enzima foi verifitzapela queda na
absorbancia a 340 nm. O ensaio de cada amosfetiocom trés repeticoes.

3.4.11 Céalculo da atividade da LOR

Para obter a atividade da enzima foi calculadaferetica entre a absorbancia no
tempo inicial e absorbancia no tempo final (aposnirtutos de incubacao), descontando-se o
branco. Uma unidade de atividade é definida comuoaatidade de enzima necessaria para a
oxidacdo de mol de NADPH.mifl, que representa uma queda na absorbancia a 3d@ nm
0,00622. A atividade especifica da enzima foi des@mnmol de NADPH oxidado.min
! mg* de proteina, dividindo a quantidade de NADPH odt@pelo tempo reacéo em minutos

e pela quantidade de proteina presente na amostra.
3.4.12 Ensaio enzimatico da SDH
A SDH atua no segundo passo da degradacdo da, lesimadeterminacédo de sua

atividade foi baseado na reacédo de conversédo deopiita em 2-aminoadipato semialdeido e

acido glutamico, utilizando o NADcomo co-fator, reduzindo-o & NADH.
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O ensaio para atividade de SDH foi realizado nutanae final de 900 pL, como
descrito por Gaziola et al. (1997). Foi utilizada0guL Tris-HCI 100 mM (pH 8,4), 90 pL
sacaropina 20 mM, 90 pL NA20 mM e 120 uL do extrato enzimatico. A atividagsidual
ocorrida pela reducgéo inespecifica do NADI medida num ensaio sem adi¢cio do substrato
sacaropina (branco). A reacdo foi iniciada pelga&ado extrato enzimatico e a absorbancia a
340 nm em espectrofotbmetro (Milton Roy, Genesy®isjeterminada imediatamente apdos o
inicio da reac&o (tempo inicial) e posteriormergpais de incubadas por 15 minutos £G0
(tempo final). A atividade da enzima foi verificap@lo aumento na absorbancia a 340 nm. O

ensaio de cada amostra foi feito com 3 repeticdes.
3.4.13 Calculo da atividade da SDH
O calculo da atividade da SDH segue o mesmo pnoesdo descrito para LOR,

descrito no item 3.2.10. A atividade especificaedaima foi descrita emmol de NAD

reduzido.mift.mg* de proteina.
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4 RESULTADOS
4.1 Proteinas de Reserva

A extracd@o das proteinas de reserva do milho &dizada com sementes maduras de
cada um dos eventos transformados (Zeo 3, Zeod5Z&eo 6, Zeo 8, Zeo 10) e do controle
Hill), com 2 repeticbes. Todos o0s materiais en@waim-se na terceira geracdo de
autofecundacéo (F3).

A Tabela 1 apresenta a concentracdo de cada frmoéica expressas em mg.mL
com respectivo desvio padrdo. A concentracdo tieaproteinas foi maior no evento de
transformacéo Zeo 10 (3,16 mg.M)L, seguido por Zeo 8 (3,14 mg.fLe pelo controle Hill

(3,10 mg.mLY). Os outros eventos vém em seguida com pequefessrdjas entre si.

Tabela 1 - Concentragdo das proteinas de reserserdentes maduras de milho expressos em mgamh
desvio padrdo £

Proteinas de reserva
Globulina Albuminas Zeina | Zeina ll Glutelina tab

mgml* + mgmt* + mgmt* + mgmtt? + mgmlt! + mgmL?

Zeo3 1,25 #0,05 0,09 +0,03 092 +0,13 0,19 +0,01 047 060 2091
Zeo4 1,19 #0,11 0,07 #0,01 0,71 +0,02 0,17 +0,00 0,40 ,020 254
Zeo5 1,16 #0,04 0,10 0,00 0,83 +0,06 0,13 +0,04 041 ,080 2,63
Zeo6 156 +0,09 0,07 +0,02 0,76 +0,07 020 +0,02 0,39 ,020 2,99
Zeo8 137 #0,04 0,12 0,01 098 #0,02 021 +000 0,46 ,0%0 3,14
Zeo10 153 +0,01 0,07 #0,01 094 +0,10 0,17 0,02 0,45 ,020 3,16
Hill 1,32 0,03 0,07 #0,02 098 +0,12 0,22 0,01 052 ,020 3,10

4.2 Perfil proteico por SDS-PAGE

Quando se comparou o perfil proteico do controld Em relacdo aos eventos
transformados, diferencas qualitativas e quantdaatforam observadas.

A fracdo globulina (Figura 8) foi a fracdo que &er@ou a maior quantidade de
bandas, (até 29 bandas) com massas molecularesd@rentre 12,00 kDa e 111,26 kDa
(Figura 8). No evento Zeo 6 e no evento Zeo 5 taaslas se destacam, de 25 kDa e proxima
a 27 kDa, nos outros eventos essa banda de 25 «Beaée no controle Hill estd ausente. No
evento Zeo 6 a banda de 60 kDa também apresentoauomnto na intensidade quando

comparada ao controle Hill e aos outros eventassfioamados. Além disso, uma banda



58

proxima a 70 kDa foi detectada no evento Zeo 6 fore intensidade, sendo que, esta
mesma banda ndo esta presente nos eventos Zeedb8 as esta presente no controle Hill.
As demais bandas apresentaram intensidades semeslleam todos os materiais estudados.

Na fracdo albumina foi possivel visualizar protsinam massas moleculares variando
entre 12,75 kDa e 93,83 kDa (Figura 9), totalizah@ddandas. Essa fragdo apresentou uma
grande variagéo entre as intensidades das banagm@ndo-se 0s eventos transgénicos com
o controle Hill. Nos eventos Zeo 5 e Zeo 10 houva ueducéo na intensidade das bandas
com massa proximos de 15, 25, 27, 38 e 50 kDa kgée ao controle Hill.

A fracdo zeina | (Figura 10) € caracterizada poesgntar um numero reduzido de
proteinas. Foram detectadas até 9 bandas com madseular variando entre 10,33 kDa e
82,50 kDa. As bandas predominantes foram aquelasncassa em torno de 25 kDa. Nesta
fracdo proteica, variacdes qualitativas foram olzlas. As bandas proximas a 30 kDa e 70
kDa desaparecem nos eventos Zeo 3, Zeo 4, Zeoe® 4@ em relacdo ao controle Hill. A
proteina de 30 kDa, foi detectada no evento ZemSoatra, com 70 kDa, foi detectada no
evento Zeo 8.

Com massas moleculares variando entre 7,37 kDa6gldXDa a fracdo zeina Il
(Figura 11) apresentou até 13 bandas nos eveattfdrmados e no controle Hill. No evento
Zeo 4 foi observado a presenca de uma banda cosamasecular proxima a 120 kDa que
nao esta presente no controle Hill e em nenhunpaiento transformado. Também no
evento Zeo 3 foi detectada uma banda de 60 kDafi@ma intensidade que néo esta presente
nem no controle Hill, nem nos outros eventos ti@nsados.

Na udltima fracdo, glutelina, foi possivel detectte 27 proteinas com massas
moleculares variando entre 11,52 kDa e 216,16 Kbgu(a 12). Destacam-se com maior
intensidade bandas proximas a 20, 50 e 100 kDadmperfil proteico. No evento Zeo 8 as
bandas préoximas a 48, 50, 60 e 10 kDa foram mtasas em relacdo aos outros eventos e 0
controle Hill. As bandas proximas a 10, 48, 50 &b@ tiveram um aumento de intensidade
no evento Zeo 8 em relagdo ao controle Hill. Pasademais eventos, alteracdes de
intensidade nestas bandas néo foram verificadas.b#nda proxima de 20 kDa apresentou
maior intensidade no evento Zeo 6 em relacdo atraterHill, e manteve-se constante nos

demais eventos.
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Figura 8 - SDS-PAGE da frac&o Globulina. P. Pa@dechMark™ Protein Ladder; 1-6. Eventos transformados
(Zeo, 3, Zeo 4, Zeo 5, Zeo 6, Zeo 8, Zeo 10); htfae Hill ndo transformado
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Figura 9 - SDS-PAGE da fracdo Albumina. P. PadréncBMark™ Protein Ladder; 1-6. Eventos transformados
(Zeo 3, Zeo 4, Zeo 5, Zeo 6, Zeo 8, Zeo 10); 7.t@bm Hill ndo transformado
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Figura 10 - SDS-PAGE da fracédo Zeina I. P. Pad&mBMarkTM Protein Ladder; 1-6. Eventos transforosad
(Zeo 3, Zeo 4, Zeo 5, Zeo 6, Zeo 8, Zeo 10); 7.t@bm Hill ndo transformado
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Figura 11 - SDS-PAGE da frac&do Zeina Il. P. Pad@achMark™ Protein Ladder; 1-6. Eventos transformados
(Zeo 3, Zeo 4, Zeo 5, Zeo 6, Zeo 8, Zeo 10); 7.t@bm Hill ndo transformado
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Figura 12 - SDS-PAGE da fracdo Glutelina. P. PadBenchMark™ Protein Ladder; 1-6. Eventos
transformados (Zeo 3, Zeo 4, Zeo 5, Zeo 6, Zex8, 0); 7. Controle Hill ndo transformado
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4.3 Teor de aminoacidos em cada fracao proteica

Em cada uma das fracdes proteicas foram separadgsaetificados até 14
aminoacidos incorporados, sdo eles: histidina,nagrarginina, asparagina, glutamina,
treonina, alanina prolina, lisina, tirosina, metr@) valina, leucina e fenilalanina.

Na composicdo de aminodcidos na fracdo globulirsdodl 2) o conteudo total de
aminoécidos variou entre 6,228 ng.nde proteina no controle Hill a 15,539 ng.thge
proteina no evento Zeo 3. Mostrando uma predomia&has aminoacidos histidina (His),
asparagina (Asp), glutamina (Glu) e alanina (A@)maior contetdo total de aminoacidos
encontrado no evento Zeo 3 foi devido aos teor@ergares dos aminoacidos histidina,
aspartato e valina (Val) com 3,031; 6,870 e 0,3ping" deproteina, respectivamente. Como
pode ser observado o controle Hill apresentou céolotéotal de aminoacidos inferior a todos
0s materiais transgénicos, devido a diminuicdo dase todos os aminoacidos, exceto
arginina, asparagina e prolina (Pro) que se maative semelhantes aos eventos
transformados. Houve incremento na composicaostelilLys) em quase todos os eventos
transformados, exceto para Zeo 3, em relacao doHiil relacdo ao controle Hill, também
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foram observados incrementos nos teores de tre@mima e metionina (Met) nos eventos
Zeo 5 e Zeo 6, respectivamente.

Na fracdo albumina (Tabela 3) o conteudo de amidodadotais variou entre 6,045 a
17,058 ng.m'é deproteina, para os eventos Zeo 3 e Zeo 10, respaetinte. Houve uma
predominancia dos amino&cidos arginina, asparagiogamina e alanina. O evento Zeo 10
apresentou o maior conteado de aminoacidos tataisdo os altos niveis dos amino&cidos
serina (Ser), treonina, tirosina (Tyr) e fenilaten(Phe), arginina, asparagina e glutamina. Ja
0 evento Zeo 3 teve reducdo no teor de praticantedts os aminoacidos, inclusive a lisina
gue teve o menor valor em relagdo aos outros evento controle Hill, com apenas 0,103
ng.mg" deproteina. Quase todos os eventos transformadosempaeam uma reducdo no teor
dos aminoacidos ndo essenciais arginina, glutamiadanina quando comparados com o
controle Hill. O evento Zeo 8 foi 0 que apresentomaior conteudo de lisina e treonina,
0,579 e 1,259 ng.ngdeproteina, respectivamente, quando comparados remtHill e
aos outros eventos.

A fracdo zeina | (Tabela 4) contabilizou teor tatalaminoacidos superior as outras
fracBes, com valores de 31,703 ng’ng proteina no controle Hill a 56,742 ng.thge
proteina no evento Zeo 3. Os aminoacidos alanir@ing, tirosina e fenilalanina foram
predominantes. Todos os eventos transformados espagam maior conteddo total de
aminoacidos em relacdo ao controle Hill. Porém alsres de lisina sdo 0s menores entre
todas as fracbes, mesmo com um pequeno aumentoivied de lisina nos eventos
transformados (exceto no evento Zeo 5) quando c@dps ao controle Hill. Outro
aminoacido da rota metabdlica do acido aspartiam ajumentou nos eventos transformados
em relagdo ao controle Hill foi a treonina, enqoand controle Hill o teor foi de 0,597
ng.mg" deproteina, no evento Zeo 8 chegou a 1,601 ng.deproteina. Por outro lado o teor
de metionina caiu de duas a trés vezes em todevergos transformados em relacdo ao
controle Hill.

A fracdo zeina Il (Tabela 5) apresentou conteludal e amino&cidos variando de
3,577 ng.mg de proteina no evento Zeo 8 a 46,721 ng.uhg proteina no controle Hill. Os
aminoacidos predominantes nesta fracdo foram Mmatigprolina, glutamina e tirosina. O
controle Hill apresentou um teor total de aminodsidnuito maior que 0s eventos
transformados devido a elevada concentracdo des tosiaminoécidos. Dentre os eventos,
Zeo 5 foi que se destacou com altos teores de dades 0s aminoacidos, a lisina foi um

deles com uma concentracéo de 0,535 ng.degproteina.
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Na fracdo glutelina (Tabela 6) o conteudo totalad@noacidos variou entre 7,203
ng.mg' de proteina a 36,541 ng.ngde proteina para os eventos Zeo 6 e Zeo 4,
respectivamente. Os aminoacidos predominantes faranolina, a tirosina e a fenilalanina.
Nesta fracdo foram observados os maiores nivdisida entre todas as fragdes. O maior teor
deste aminoéacido foi observado no evento Zeo 4, 26 ng.mg de proteina. Em
contraste o evento Zeo 6, que apresentou a meaotidade de aminoacidos totais, também

foi 0 que apresentou a menor teor de lisina, cdi®8ng.mg deproteina.



Tabela 2 - Teor de aminoéacidos na fragdo Globulmaementes maduras, valores expressos em hdepmpteina, + desvio padréo

Globulina

Aa Zeo 3 Zeo 4 Zeo 5 Zeo 6 Zeo 8 Zeo 10

His 3,031 +0,639 0,185 10,047 0,207 +0,042 0,374 +0,055 0,156 +0,0120,415 +0,017 0,173 0,036
Ser 0,121  +0,004 - - - - 0,093 +0,009 - - - - - -
Arg 0,578 0,022 - - 0,629 +0,172 0,878 +0,133 0,932 +0,080 0,931 ,020 1,166  +0,279
Asp 6,870 +0,657 - - 2,120 +0,647 2,655 0,222 1,554 +0,317 2,065 ,34P 0,983 +0,185
Glu 1,799 +0,128 2,179 +0,104 3,407 0,245 1,625 +0,186 1,597 +0,3531,686 +0,138 0,706 +0,013
Thr 0,345 +0,118 0,416 +0,031 0,631 +0,053 0,360 +0,009 0,301 +0,0250,303 +0,003 0,354 +0,074
Ala - - 1,220 +0,071 2,084 0,799 0,967 0,045 9,00 +0,157 0,948 +0,074 0,499 0,023
Pro - - 0,883 +0,015 0,635 10,055 0,617 +0,033 0,98 +0,132 0,940 +0,043 1,037  +0,047
Lys 0,088 +0,005 0,761 10,064 0,604 +0,171 0,182 +0,032 0,460 +0,0900,494 +0,044 0,168 0,019
Tyr 0,581  +0,105 0,554 10,022 0,486 +0,119 0,393 +0,067 0,472 +0,0420,520 +0,069 0,322 10,047
Met 0,275 0,161 0,211 +0,120 0,216 +0,051 0,894 10,124 0,122 +0,0070,146 +0,041 0,123 0,003
Val 0,931 +0,035 0,473 +0,041 0,938 +0,161 0,333 +0,113 0,359 +0,0490,348 +0,014 0,222 +0,042
Leu 0,592 +0,073 0,227 +0,027 0,316 0,250 0,190 +0,020 0,167 +0,0200,162 0,010 0,186 +0,044
Phe 0,327 +0,041 0,815 +0,037 0,451 +0,060 0,198 +0,070 0,596 +0,0420,610 +0,013 0,289 +0,170
Total 15,539 7,924 12,724 9,758 8,712 69,5 6,228

- teor ndo detectado

9



Tabela 3 Teor de aminoacidos na fracdo Albumina de sememdeliras, valores expressos em ng.deproteina, + desvio padrao

Albumina
Aa Zeo 3 Zeo 4 Zeo 5 Zeo 6 Zeo 8 2D Hill
His - - 0,236 +0,086 0,229 10,055 0,218 10,033 0,66 0,132 0,425 10,082 0,242  +0,064
Ser 0,290 0,090 0,336 10,101 0,671 +0,100 0,329 ,16@ 1,868 10,204 1,083 10,091 0,440 0,117
Arg 1,673 10,319 2,501 +0,420 2,904 10,056 1,577 548 1,921 10,270 1,423 +0,366 2,799  +0,514
Asp 1,876  +0,203 2,543 10,364 3,096 +0,828 1,264 270 3,332 10,183 3,369 +0,109 1,863  +0,032
Glu 0,516  +0,117 1,634 +0,183 1,783 10,464 0,909 569 1,359 10,175 4,154 10,264 1,935  +0,009
Thr 0,148 0,044 0,272 +0,083 0,429 +0,115 0,231 ,1%0 1,259 10,288 0,918 +0,100 0,318 0,070
Ala 0,374 0,084 0,806 +0,128 1,497 10,357 0,267 ,118 0,753 10,022 0,566 +0,093 0,970  +0,042
Pro 0,216  +0,051 0,705 10,057 0,949 10,231 0,364 14 0,969 10,014 0,706 +0,106 0,906  +0,324
Lys 0,130  +0,023 0,444 10,085 0,374 +0,094 0,242 00 0,579 0,003 0,322 +0,080 0,301 0,188
Tyr 0,289  +0,092 0,583 +0,111 0,688 10,193 0,429 168 0,506 0,131 1,861 10,165 0,785 0,156
Met 0,225 0,060 0,258 10,075 0,218 +0,100 - - 8,20 0,026 0,268 +0,050 0,550 0,180
Val 0,114 0,067 0,296 +0,073 0,401 10,094 0,187 ,080 0,195 10,094 0,582 +0,052 0,248  +0,084
Leu - - 0,141 +0,040 0,190 +0,056 0,059 +0,083 6,11 0,025 - - 0,149  +0,060
Phe 0,195 0,059 0,555 10,146 0,573 +0,158 0,378 ,128 0,574 10,140 1,380 10,022 0,347 0,014
Total 6,045 11,309 14,001 6,453 14,297 ,08g9 11,854

- teor ndo detectado

G9



Tabela 4 Teor de aminoéacidos na fragdo Zeina | de semeridsnas, valores expressos em ng-ogproteina, + desvio padréo

Zeina |

Aa Zeo 3 Zeo 4 Zeo 5 Zeo 6 Zeo 8 Zeo 10 Hill

His 1,102 +0,262 0,986 +0,379 0,987 +0,131 0,607 +0,002 1,107 +0,278 0,685 +0,1750,376 +0,090
Ser 1,500 +0,027 1,157 +0,177 1,522 0,045 1,071 +0,176 1,669 +0,041 1,136 +0,3450,877 +0,119
Arg 1,358 10,343 1,027 10,292 1,414 +0,450 2,535 +0,315 3,883 10,379 2,792 +0,5461,820  +0,071
Asp 2,292 0,150 1,804 10,354 2,187 10,071 1,793 +0,261 1,923 10,531 1,896 +0,3161,174 0,135
Glu 1,818 0,280 0,658 10,127 2,162 10,544 1,492 10,427 2,830 10,016 1,766 +0,6151,161 0,013
Thr 1,555 0,341 1,112 10,341 1,432 +0,153 0,928 +0,521 1,601 +0,348 1,037 +0,2390,597  +0,096
Ala 12,721 +2,525 10,103 +2,746 10,451 +0,683 8,283 +0,980 11,594 +2,083 10,331 73®, 6,829 +0,483
Pro 11,245 +1,903 7,651 +2,566 8,966 +0,943 6,130 +0,505 9,800 +2,172 6,751 +1,0774,719 +0,132
Lys 0,146 +0,017 0,147 +0,015 0,108 +0,007 0,139 +0,032 0,123 +0,001 0,143 +0,0080,113 +0,014
Tyr 4,919 +0,133 4,274 +1,485 5,202 +0,615 3,283 +0,228 4,225 +1,087 3,721 +0,5772,550 +0,124
Met 0,477 0,069 0,385 0,112 0,365 +0,036 0,245 +0,025 0,430 10,024 0,278 +0,0771,114 0,145
Val 2,259 +0,490 1,504 10,424 1,985 10,244 1,279 +0,037 1,419 10,322 1,451 +0,2100,967  +0,138
Leu 1,457 0,558 0,963 0,346 1,429 +0,232 0,800 +0,045 0,962 +0,293 0,907 +0,1580,633  +0,141
Phe 13,894 +1,844 11,298 +1,721 17,003 +1,614 11,147 0,891 13,175 +3,552 12,482 |12 8,775 +0,936
Total 56,742 43,070 55,214 39,732 54,742 45,376 31,703

- teor ndo detectado

99



Tabela 5 Teor de aminoacidos na fragdo Zeina Il de sememaelsiras, valores expressos em ng-deproteina, = desvio padréo

Zeina Il
Aa Zeo 3 Zeo 4 Zeo 5 Zeo 6 Zeo 8 Zeo 10 Hill
His 1,506 +0,317 2,195 +0,112 0,514 +0,046 0,811 +0,137 0,484 +0,057 0,397 +0,064 4,686 +0,241
Ser 0,745 +0,048 1,210 +0,332 0,325 +0,022 0,478 +0,058 0,210 +0,003 0,255 +0,010 3,061 +0,239
Arg 0,668  +0,027 0,442 10,154 0,280 +0,000 0,394 +0,065 0,216 +0,005 0,212 10,012 2,625 10,174
Asp 0,422  +0,090 1,098 0,149 0,206 10,027 0,412 +0,104 0,140 +0,040 0,215 40,009 1,979 +0,192
Glu - - 1,094 +0,078 0,681 +0,156 1,464 +0,201 0,652 10,241 0,839 10,184 9,804 +1,385
Thr 0,442  +0,133 1,102 10,091 0,256 +0,010 0,355 +0,059 0,173 +0,003 0,200 40,025 2,659 +0,188
Ala 0,460 +0,147 1,187 +0,026 0,328 +0,084 0,366 +0,058 0,152 +0,033 0,205 +0,003 2,505 0,406
Pro 1,403 0,576 1,009 +0,121 0,787 +0,028 0,880 +0,085 0,440 +0,109 0,473 +0,046 6,667 +2,050
Lys 0,214 +0,019 0,535 0,019 0,123 +0,023 0,147 +0,026 - - 0,088 +0,004 1,175 ,188
Tyr 0,416 +0,097 1,704 +0,050 0,222 +0,024 0,822 +0,185 0,607 0,284 0,506 +0,074 3,225 +0,069
Met 0,393  +0,138 - - - - 0,145 10,026 0,067 +0,095 0,123 10,010 @,85 +0,030
Val 0,144  +0,048 0,331 0,118 0,218 +0,046 0,231 +0,032 0,136 +0,046 0,126 10,020 1,794 +0,418
Leu - - 0,310 +0,050 0,000 - - - - - - - 0,627 +0,089
Phe 0,179  +0,053 0,507 10,084 0,452 +0,048 0,629 +0,086 0,299 +0,031 0,360 40,004 5,059 +0,796
Total 6,992 12,725 4,392 7,131 3,577 3,99 46,721

- teor ndo detectado

L9



Tabela 6 Teor de aminoacidos na fragdo Glutelina de sememaelsiras, valores expressos em ngaegroteina, = desvio padréo

Glutelina

Aa Zeo 3 Zeo 4 Zeo 5 Zeo 6 Zeo 8 Zeo 10 Hill

His 2,063 +0,353 2,057 +0,775 1,672 +0,139 0,162 +0,038 0,561 +0,167 0,637 +0,128 0,625 +0,632
Ser - - 3,713 +0,813 1,847 +0,134 0,573 10,154 1,049 +0,359 1,548 +0,3731,314 0,242
Arg 2,630 +0,038 3,013 +1,082 2,343 10,693 0,537 +0,126 0,841 10,276 1,170 +0,2311,183  +0,662
Asp 3,510 +0,155 2,737 10,242 1,075 10,174 0,564 +0,093 1,154 +0,428 2,088 +0,5731,648 10,568
Glu 2,174  +0,245 1,138 +0,155 - - 0,672 10,079 1,014 10,160 3,233 10,014 1,958 ,318
Thr - - 2,800 0,381 1,319 10,004 0,492 +0,127 0,745 10,297 0,998 +0,2461,176  +0,571
Ala 1,920 +0,084 2,282 +0,156 2,788 +0,504 0,641 +0,097 1,061 +0,317 2,739 +0,226 1,245 0,286
Pro 4,655 +1,431 2,391 +0,738 2,998 +0,187 0,616 +0,117 1,013 0,258 2,499 +0,013 0,940 0,060
Lys 1,597 +0,068 2,016 +0,623 0,766 +0,055 0,198 +0,002 0,546 0,248 1,390 +0,500 0,828 0,505
Tyr 4,148 +0,504 4,080 +1,452 2,951 +0,344 1,038 +0,115 1,373 0,257 1,628 +0,187 1,274 0,025
Met 0,310 +0,137 0,570 10,204 0,415 10,113 - - - - - - 0,208  +0,090
Val 0,982 +0,146 2,688 +0,847 - - 0,340 10,062 0,741 10,197 1,178 10,285 0,989 ,530
Leu 0,303 +0,065 1,689 10,421 1,042 10,061 0,212 10,044 0,496 +0,218 0,961 +0,0710,692  +0,340
Phe - - 5,365 10,357 5,154 10,280 1,186 +0,349 2,037 +0,671 5,235 +0,3554,706  +0,638
Total 24,291 36,541 24,369 7,230 12,630 5,3@5 18,786

- teor ndo detectado

89
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4.4 Teor de aminoacidos sollveis totais

Os aminoacidos soluveis totais (Tabela 7) foranarselms por UPLC e quantificados
em relacdo a curva de aminoéacidos, determinadarparconcentracdo conhecida. Na figura
13 pode-se visualizar um dos aminogramas da cuadadp utilizada neste calculo, com o
tempo de retencdo de cada um dos 17 aminoacidestalds. Nos materiais de milho
analisados no presente trabalho foram identificat®saminoacidos, entre eles: histidina,
serina, arginina, glicina, asparagina, glutamimagrtina, alanina prolina, lisina, tirosina,
metionina, valina, isoleucina, leucina e fenilateni

Os aminoacidos solaveis totais predominantes fayutamina, alanina e prolina. O
contetido total de amino&cidos variou entre 2,432Q0g" de MS no evento Zeo 3 e 6,411
11g.100g" de MSno evento Zeo 5.

O teor de todos os aminoacidos essenciais que fpagmda via metabdlica do acido
aspartico (treonina, metionina, leucina e lisirfa), maior nos eventos transformados em
comparacao ao controle Hill, exceto para o ever@o Z em que o conteudo de lisina foi
menor. No entanto, os aminoacidos ndo essenciaisgge alanina também apresentaram um

maior teor nos eventos transformados em relac&oraoole Hill.



Tabela 7- Teor de aminoéacidos sollveis totais em sementesnamde milho. Valores expressos em pg.tallgMS (matéria seca), * desvio padréo

Aminoacidos Sollveis Totais

Aa Zeo 3 Zeo 4 Zeo 5 Zeo 6 Zeo 8 Zeo 10 Hill

His 0,049 10,004 0,138 +0,100 0,056 10,001 0,080 ,030 0,076  +0,006 0,066 10,005 0,068 +0,010
Ser 0,183 10,020 0,096 +0,020 0,446 10,010 0,293 ,08M 0,336  +0,040 0,299 10,090 0,206 +0,010
Arg 0,076 +0,007 0,090 +0,004 0,120 +0,001 0,178 ,040 0,160 0,010 0,166 <0,001 0,116 +0,010
Gly 0,069 +0,008 0,056 +0,030 0,075 +0,005 0,056 ,020 0,054  +0,007 0,050 <0,001 0,039 +0,001
Asp 0,078 +0,010 0,342 10,100 0,313 10,010 0,419 ,160 0,286  +0,040 0,336 <0,001 0,180 +0,030
Glu 0,418 10,020 0,302 +0,100 0,751 10,003 0,684 ,180 0,942 0,100 0,823 <0,001 0,499 0,050
Thr 0,085 10,006 0,329 +0,100 0,231 10,004 0,161 ,060 0,177 0,020 0,147 <0,001 0,081 0,020
Ala 0,598 10,050 0,660 +0,100 1,666 +0,010 0,764 ,160 0,762 0,080 0,827 <0,001 0,423 0,040
Pro 0,390 +0,030 0,455 +0,100 1,518 +0,090 0,720 ,1G 1,852  £0,100 2,393 10,001 1,402 +0,060
Lys 0,022 10,001 0,097 +0,090 0,047 10,001 0,038 ,030 0,045 0,005 0,046 <0,001 0,029 +0,003
Tyr 0,121 +0,020 0,079 +0,070 0,255 +0,020 0,243 ,0%20 0,233  +0,030 0,219 <0,001 0,182 +0,004
Met 0,031 10,002 0,093 +0,100 0,058 10,001 0,050 ,020 0,054  +0,007 0,045 <0,001 0,031 +0,010
Val 0,125 10,010 0,087 +0,020 0,379 +0,007 0,190 ,0%0 0,231  +0,020 0,189 <0,001 0,123 +0,008

lle 0,071 10,007 0,054 +0,001 0,232 +0,008 0,086 ,020 0,155 0,010 0,083 <0,001 0,106 +0,001
Leu 0,048 +0,003 0,059 10,020 0,156 10,007 0,103 ,040 0,106  +0,010 0,081 <0,001 0,046 +0,003
Phe 0,067 +0,009 0,049 10,020 0,108 10,009 0,120 ,050 0,098 0,010 0,083 <0,001 0,052 <0,001
Total 2,432 2,984 6,411 4,185 5,565 5,852 3,583
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4.5 Enzimas envolvidas na sintese de lisina

4.5.1 Determinacao da atividade especifica de AK

A atividade especifica da enzima AK foi encontradas trés estagios de
desenvolvimento dos gréaos aos 16, 20 e 24 DAP, gwde ser observado nas Figuras 14, 15
e 16, respectivamente.

Na Figura 14 observa-se a atividade especificandema AK no estagio 16 DAP. O
evento de transformacao Zeo 8 foi o que apresemtmaior atividade (0,00065 mmol.min
' mg?), com um aumento de 3 vezes em relacdo ao corttitleNeste estagio todos os
eventos apresentaram atividade especifica maioaguentrole Hill, sendo que os eventos
que se destacaram sdo o0 Zeo 6, Zeo 8 e Zeo 10.

Em 20 DAP (Figura 15) observa-se que o evento Z&m 6 que se destacou com a
maior atividade especifica, aproximadamente 7 veapsrior ao controle Hill. Este evento
também apresentou maior atividade especifica eDAR! (Figura 16) em relacdo ao controle
Hill, porém nesta fase de desenvolvimento houve asréscimo de apenas 3 vezes.
Importante observar que para todos os estdgiosedendolvimento, no controle Hill, a
atividade da enzima AK apresentou menor atividapecifica que 0s eventos que receberam
inser¢do da proteina zeolina.

Ainda, no estagio 20 DAP os eventos Zeo 4, Zeo Bee 6 tiveram atividade
especifica significativamente maior que o contréldl. J& em 24 DAP respostas
significativamente maiores foram detectadas apeos®eventos Zeo 5 e Zeo 8 em relacao ao
controle Hill.

Além do ensaio controle, também foram realizadesies contendo os aminoacidos
treonina, lisina e lisina + treonina na concentagé 5 mM. A presenca dos aminoacidos
testados causou inibicdo da atividade especificandama AK em quase todos os materiais
(Tabelas 8, 9 e 10), o que sugere a presenca fdeniss de AK sensiveis a cada um destes
aminoacidos durante todo o desenvolvimento dossgh&mos que, a lisina foi que provocou
maior inibicdo da atividade total de AK, sugerird@redominancia da isoforma sensivel a
este aminodcidd?orém, foram detectadas também ativagfes na atevide AK nos estagios
16 e 24 DAP, o que nos mostra um resultado coatewiesperado, pois com as isoformas

sensiveis a esses aminoacidos deveria aconteubigio da atividade e ndo sua ativagao.
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Figura 14 - Atividade especifica de AK em mmol.thing® proteina encontrada em 16 DAP, com desvio
padrdo. Os tratamentos incluem a presenca dos aomios na concentragdo de 5 mM (L+T= lisina
e treonina). Eventos transformados Zeo4 — ZeoXh&ale Hill. Teste T a 5% de probabilidade

Tabela 8 - Inibicdo da atividade da AK por lisitiigonina e lisina + treonina na concentracao delVb no
estagio de 16 DAP dos 5 eventos transformados @udwwole Hill. Porcentagem relativa ao ensaio
controle

% Inibicao

Lisina Treonina L+T
Zeo 4 96,20 18,96 -
Zeo 5 41,90 * 29,01
Zeo 6 70,48 40,19 -
Zeo 8 48,39 * 31,58
Zeo 10 * * 20,37

Hill 69,21 27,04 *

- inibicdo total da atividade
* ativacdo da atividade
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Figura 15 - Atividade especifica de AK em mmol.thing® proteina encontrada em 20 DAP, com desvio
padrdo. Os tratamentos incluem a presenga dos aamos na concentragdo de 5 mM (L+T= lisina
e treonina). Eventos transformados Zeo4 — ZeoXhe&ale Hill. Teste T a 5% de probabilidade

Tabela 9 - Inibicdo da atividade da AK por lisitiigonina e lisina + treonina na concentracdo delb mo
estagio de 20 DAP dos 5 eventos transformadosauiwole Hill. Porcentagem relativa ao controle

do ensaio
% Inibicao
Lisina Treonina L+T
Zeo 4 68,59 35,53 65,56
Zeo 5 47,59 31,19 24,08
Zeo 6 41,22 5,99 54,78
Zeo 8 70,88 86,92 90,70
Zeo 10 54,27 92,20 67,60
Hill 88,31 59,59 -

- inibicdo total da atividade
* ativacao da atividade
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Figura 16 - Atividade especifica de AK em mmol.thing® proteina encontrada em 24 DAP, com desvio
padrdo. Os tratamentos incluem a presenca dos aomus na concentracdo de 5 mM (L+T= lisina
e treonina). Eventos transformados Zeo4 — ZeoXihtrale Hill. Teste T a 5% de probabilidade

Tabela 10 - Inibicdo da atividade da AK por lisitrigonina e lisina + treonina na concentracao aeVb no
estagio de 24 DAP dos 5 eventos transformadosc®wtole Hill. Porcentagem relativa ao controle

do ensaio

% Inibicao
Lys Thr L/T

Zeo 4 * * 57,95
Zeo 5 37,22 67,59 61,73
Zeo 6 54,62 71,69 50,33
Zeo 8 0,28 * 21,11
Zeo 10 1,35 17,79 15,82

Hill 13,11 * 24,51

- inibicdo total da atividade
* ativacdo da atividade
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4.5.2 Determinagao da atividade especifica de HSDH

A atividade especifica da enzima HSDH foi detectaus trés estagios de
desenvolvimento dos graos aos 16, 20 e 24 DAP, gmde ser observado nas Figuras 17, 18
e 19, respectivamente.

O evento Zeo 4 foi o que apresentou a maior atiddespecifica de HSDH (4,38
mmol.min’.mg?) em relacdo ao controle Hill (3,52 mmol.mimg') e aos outros eventos
transformados em 16 DAP (Figura 17), neste estagenas o Zeo 4 e 0 Zeo 10 tiveram
atividade especifica significativamente maior elag& ao controle Hill.

Aos 20 DAP (Figura 18) o controle Hill foi aquelaegapresentou a maior atividade
especifica (5,78 mmol.minmg") e significativamente maior em relacdo aos eventos
transformados.

Ja no estagio 24 DAP (Figura 19) o evento Zeo ¢,manteve atividade desta enzima
constante durante todos os estigios de desenvoldm®i aquele que apresentou maior
atividade especifica, significativamente maior, estacdo ao controle Hill e aos demais
eventos transformados, com 4,85 mmol:fnimg®. Além do Zeo 4, apenas o evento Zeo 8 e
Zeo 10 tiveram atividade especifica maior que drotsHill.

Ensaios na presenca de 5 mM de treonina tambémm fogalizados. Observou-se
inibicdo na atividade especifica da enzima HSDHtedos os eventos transformados e no
controle Hill em todos os estagios estudados (BahkEl, 12 e 13). Aos 16 DAP o evento Zeo
8 mostrou a maior inibicdo da atividade com 31,8&P%,20 DAP o controle Hill apresentou
maior inibicdo com 40,69% e aos 24 DAP o eventoZ#&m o mais sensivel, com inibi¢cdo de
50,28 % na atividade especifica da enzima.
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Figura 17 - Atividade especifica de HSDH em mmatting® proteina encontrada em 16 DAP, com desvio
padrdo. O tratamento corresponde a presenca doacidio treonina na concentracdo de 5 mM.
Eventos transformados Zeo4 — Zeo10 e controle Hdste T a 5% de probabilidade

Tabela 11 - Inibicdo da atividade da HSDH por treama concentracdo de 5 mM no estagio de 16 DAPsdo
eventos transformados e do controle Hill. Porcemtacelativa ao controle do ensaio

% Inibicédo
Thr
Zeo 4 26,11
Zeo 5 20,80
Zeo0 6 31,04
Zeo 8 31,81

Zeo 10 30,78
Hill 30,18
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Figura 18 - Atividade especifica de HSDH em mmathing* proteina encontrada em 20 DAP, com desvio
padrdo. O tratamento corresponde a presenca domaeidio treonina na concentracdo de 5 mM.
Eventos transformados Zeo4 — Zeo10 e controle Hédste T a 5% de probabilidade

Tabela 12 - Inibicdo da atividade da HSDH por threama concentracdo de 5 mM no estagio de 20 DAPdo
eventos transformados e do controle Hill. Porcemtacelativa ao controle do ensaio

% Inibicédo
Thr
Zeo 4 38,27
Zeo 5 21,09
Zeo0 6 30,30
Zeo 8 36,45
Zeo 10 38,08

Hill

40,69
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Figura 19 - Atividade especifica de HSDH em mmaiiinng® proteina encontrada em 24 DAP, com desvio
padrdo. O tratamento corresponde a presenca damacidio treonina na concentracdo de 5 mM.
Eventos transformados Zeo4 — Zeo10 e controle Hdste T a 5% de probabilidade

Tabela 13 - Inibicdo da atividade da HSDH por treama concentracdo de 5 mM no estagio de 24 DAP5do
eventos transformados e do controle Hill. Porcemtacelativa ao controle do ensaio

% Inibicédo
Thr
Zeo 4 50,28
Zeo 5 27,72
Zeo 6 29,75
Zeo 8 32,70
Zeo 10 36,00
Hill 36,65

4.5.3 Determinacéo da atividade especifica de DHDPS

A atividade especifica da enzima DHDPS tambémdtémininada nos trés estagios de
desenvolvimento dos grédos aos 16, 20 e 24 DAP (&3g20, 21 e 22, respectivamente).
Aos 16 DAP (Figura 20) os eventos Zeo 4 e Zeo &nfioos Unicos que apresentaram

atividade especifica maior (5,8786 e 4,4743 unislade enzima.mift.mg® proteina,
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respectivamente) que o controle Hill, que apresedtd035 unidades da enzima.rtimg*
proteina. Sendo que, apenas o Zeo 4 teve difestggidicativamente maior.

Em 20 DAP (Figura 21) o evento Zeo 6 foi o Unicoe gapresentou atividade
especifica (5,2398 unidades da enzimafming' proteina) maior que o controle Hill
(4,1831 unidades da enzima.rlimg* proteina).

Em 24 DAP (Figura 22) dois eventos tiveram ativelagpecifica maior, Zeo 4 e Zeo
6 (com 4,57,58 e 5,6821 unidades da enzimammj' proteina, respectivamente) em
relacdo ao controle Hill que teve atividade de B408&nidades da enzima.mifmg®
proteina. Sendo que, apenas a atividade do evet® Zoi significativamente maior que do
controle Hill.

Ensaios na presenca de 1 mM e 5 mM de lisina foeatizados (Tabelas 14, 15 e 16).
Observou-se inibicdo na atividade especifica darenDHDPS em praticamente todos o0s
materiais transformados e no controle Hill em anasasoncentracoes.

No geral, as inibicbes com 1 mM de lisina foram ares do que as inibicbes com 5
mM, no entanto, essa resposta ndo foi constante esteventos transformados. Quando
utiizado 5 mM de lisina encontramos as maioredigdes entre todos o0s eventos
transformados e o controle Hill. Em 16 DAP e 20 D&Bvento Zeo 4 apresentou as maiores
inibicbes, 46,32% e 55,36% respectivamente. Ja £AP foi o evento Zeo 6 que teve
maior inibi¢cdo, 54,17%, também com lisina a 5 mM.

A presenca de S-aminoetilcisteina em concentrad®dsmM e 5 mM também causou
inibicdo da atividade da DHDPS, porém em proporciigtas a lisina.

Detectamos as maiores inibicbes da atividade da B&HIRZom 1 mM de S-
aminoetilcisteina, 5 mM de S-aminoetilcisteina tambcausou inibices, porém menores.
Mesmo assim as inibicdes causadas pelo aminoasida lcontinuam sendo maiores entre
todos os ensaios realizados. Com 1 mM de S-amicisigina verificamos em 16 DAP a
maior inibicdo no evento Zeo 6 (28,25%), em 20 DCARaior inibicdo foi no controle Hill
(66,00%) e em 24 DAP a maior inibicdo foi no evedew 6 (49,67%). Com 5 mM de S-
aminoetilcisteina detectamos em 16 DAP a maioiigadono evento Zeo 4 (36,63%), em 20
DAP a maior inibicdo foi no controle Hill (36,76%)em 24 DAP a maior inibicdo foi no
evento (35,24%). Assim como nos ensaios da enziadétectamos nos ensaios da DHDPS
ativacdes na sua atividade, no entanto para osdtégios estudados (16, 20 e 24 DAP), tanto
na presenca de S-aminoetilcisteina a 1 mM e 5 milsintp na presenca de lisinaal mM e 5
mM.
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Figura 20 - Atividade especifica DHDPS em unidadeedzima.mint.mg* proteina encontrada em 16 DAP,
com desvio padrao. Os tratamentos correspondenesenqa do aminoacido lisina (L) e de S -
aminoetilcisteina (A) nas concentracdes de 1 mMnaVb. Eventos transformados Zeo4 — Zeo10 e
controle Hill. Teste T a 5% de probabilidade

Tabela 14 - Inibicdo da atividade da DHDPS ponéise S - aminoetilcisteina nas concentracdes ddlers
mM em 16 DAP dos 5 eventos transformados e do aenHill. Porcentagem relativa ao controle

do ensaio
% Inibicao
Lys 1 mM Lys 5 mM AEC 1 mM AEC 5 mM

Zeo 4 34,94 46,32 17,37 36,63
Zeo 5 38,68 30,62 27,09 5,61
Zeo 6 * * 28,25 *

Zeo 8 1591 19,85 * 0,02
Zeo 10 18,21 24,36 1,94 1,61

Hill 32,01 33,39 6,85 34,28

- inibicdo total da atividade
* ativacao da atividade
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Figura 21 - Atividade especifica DHDPS em unidadeedzima.mint.mg* proteina encontrada em 20 DAP,
com desvio padrao. Os tratamentos correspondenesemga do aminoacido lisina (L) e de S-
aminoetilcisteina (A) nas concentracbes de 1 mMn&Vb. Eventos transformados Zeo4 — Zeol0 e
controle Hill. Teste T a 5% de probabilidade

Tabela 15 - Inibicdo da atividade da DHDPS ponéise S - aminoetilcisteina nas concentracdes dd erh
mM em 20 DAP dos 5 eventos transformados e do @enttill. Porcentagem relativa ao controle

do ensaio
% Inibicao
Lys 1 mM Lys 5 mM AEC 1 mM AEC 5 mM
Zeo 4 * 55,36 22,56 1,39
Zeo 5 18,62 26,03 27,74 1,14
Zeo 6 20,73 * 1,93 3,54
Zeo 8 * * 49,81 18,73
Zeo 10 10,27 22,92 31,20 *
Hill 52,78 29,39 66,00 36,76

- inibicdo total da atividade
* ativacdo da atividade
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Figura 22 - Atividade especifica DHDPS em unidadeedzima.mint.mg* proteina encontrada em 24 DAP,
com desvio padrdo. Os tratamentos correspondenesemga do aminoéacido lisina (L) e de S-
aminoetilcisteina (A) nas concentracdes de 1 mMneMa Eventos transformados Zeo4 — Zeol0 e
controle Hill. Teste T a 5% de probabilidade

Tabela 16 - Inibicdo da atividade da DHDPS ponéise S - aminoetilcisteina nas concentragfes di¥ krd
mM em 24 DAP dos 5 eventos transformados e do @enttill. Porcentagem relativa ao controle

do ensaio
% Inibicao
Lys 1 mM Lys 5 mM AEC 1 mM AEC 5 mM

Zeo 4 20,91 * * 14,45
Zeo 5 42,61 27,42 22,04 *
Zeo 6 37,27 54,17 49,67 35,24
Zeo 8 42,82 28,43 * *

Zeo 10 8,85 * * *
Hill 20,70 44,33 16,14 7,02

- inibicéo total da atividade

* ativacdo da atividade
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4.6 Enzimas envolvidas na degradacgéo de lisina
4.6.1 Determinacéo da atividade de LOR

A atividade especifica de LOR foi detectada nos étagios de desenvolvimento (16,
20 e 24 DAP). Exceto a atividade do evento Zeod® eontrole Hill ndo foram detectados
aos 16 DAP.

A variacao de atividade especifica no estagio d®AB (Figura 23) foi de 0,5731 a
1,6484 nmol NADPH oxidado mint. mg ™ proteina nos eventos Zeo 10 e Zeo 5,
respectivamente. Nao sendo detectada nenhumandifesggnificativa pela falta da atividade
do controle Hill.

No estagio de 20 DAP (Figura 24) o evento transéamlonque apresentou a menor
atividade especifica de LOR foi o evento Zeo 44021mol NADPH oxidado mint. mg™
proteina) em relacdo ao controle Hill (2,74880l NADPH oxidado mint. mg™ proteina).
Neste estagio todos os eventos transformados apaes® diminuicdo da atividade de LOR
em relacédo ao controle Hill, porém, sem diferersigsificativas.

Por outro lado, aos 24 DAP (Figura 25) o eventostfia@mado que apresentou menor
atividade especifica de LOR significativamente iifee foi o evento Zeo 10 (1,3844#nol
NADPH oxidado miri*. mg™ proteina) em relagédo ao controle Hill (4,1%@30ol NADPH
oxidado mint. mg™ proteina). Neste estagio também foi verificadainliigdo da atividade
especifica de LOR em todos os eventos transformeandoselacdo ao controle Hill, e com

diferencas significativas para quase todos os eseakceto o Zeo 8.
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Figura 23 - Atividade especifica de LOR gmol NADPH min:. mg ™ proteina encontrada em 16 DAP, com
desvio padrdo. Eventos transformados Zeo4 — Zeabbteole Hill. Teste T a 5% de probabilidade
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Figura 24 - Atividade especifica de LOR @mol NADPH min’. mg® proteina encontrada em 20 DAP, com
desvio padrdo. Eventos transformados Zeo4 — Zeabdteole Hill. Teste T a 5% de probabilidade
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Figura 25 - Atividade especifica de LOR @mol NADPH min’. mg® proteina encontrada em 24 DAP, com
desvio padrdo. Eventos transformados Zeo4 — Zeabdteole Hill. Teste T a 5% de probabilidade

4.6.2 Determinacao da atividade de SDH

A atividade da enzima SDH foi detectada durante mdlesenvolvimento dos graos,
apresentando menor atividade especifica aos 24 D#ependente do material estudado
(Figuras 26, 27 e 28).

No estagio de 16 DAP (Figura 26) o Unico evento apresentou atividade especifica
de SDH menor que o controle Hill (4,83@Bol NAD min.t. mg™ proteina) foi o evento
Zeo 6 (4,48881mol NAD min;t. mg ™ proteina), no entanto, ndo foi verificada difegenc
significativa na reducao da atividade desse evento.

No estagio de 20 DAP (Figura 27) os eventos ZedZé@6 é que foram 0s Unicos a
resultar em atividades especificas menores quentrob® Hill, porém sem diferencas
significativas. Enquanto o controle Hill teve 6,879 mol NAD min.t. mg ™ proteina o
evento Zeo 4 teve 6,754Bnol NAD min.*. mg™ proteina e o evento Zeo 6 teve 6,196%!
NAD min.*. mg™ proteina.

Aos 24 DAP (Figura 28) todos os eventos transfoomasultaram em atividades
especificas menores que o controle Hill, sendo guevento que apresentou a maior
diferenca significativa foi 0 Zeo 6 com atividade 2/3045ymol NAD min.*. mg™ proteina

contra 4,6818mol NAD min.*. mg™ proteina no controle Hill.
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Com todos esses dados das enzimas de degradacée ISDRI observamos que o
evento Zeo 6 em todos os graficos de atividadec&gmefoi 0 evento que se manteve com as

atividades mais baixas em relacédo ao controledHibs outros eventos transformados.
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Figura 26 - Atividade especifica de SDH gmol NAD min*. mg* proteina encontrada em 16 DAP, com desvio
padrdo. Eventos transformados Zeo4 — Zeo10 e dertiitl. Teste T a 5% de probabilidade
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Figura 27 - Atividade especifica de SDH emol NAD min'. mg" proteina encontrada em 20 DAP, com
desvio padrdo. Eventos transformados Zeo4 — Zeattrole Hill. Teste T a 5% de probabilidade
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5 DISCUSSAO

A limitacdo mais importante do endosperma de milm desbalanco na composicao
de aminoacidos, sendo que, a deficiéncia de anmgm@essenciais, como a lisina, pode
reduzir a disponibilidade de outros aminoacidossgmées em abundéancia (BICAR et al.,
2008) e assim reduzir a qualidade nutricional daesde como um todo. O alto teor de zeinas
no endosperma de milho é a principal razdo paexa lgualidade nutricional, ja que a fracdo
zeina é a fracdo que acumula menos aminoacidoscesse Desta forma, para se obter
sementes de milho com melhor qualidade nutriciamah das estratégias seria a expresséao de
proteinas heterélogas.

Acredita-se que a falta de sucesso para o melhotandas culturas é devido a
limitacdo de recursos genéticos para contetudotddisiha e que os caracteres para alta lisina
sdo associados a caracteres deletérios, que caesamvolvimento anormal das plantas, bem
como germinacao ineficiente de sementes (KIRMAL.e2812). No entanto, recentemente a
variedade de milho waxy (ou milho ceroso) e os opai2 e 016 foram cruzados a fim de
obter um milho waxy mais nutritivo e com alta capgade de reproducdo. Os resultados
mostram um aumento no teor de lisina nesta varedan que os genes modificadores de
endosperma diminuiram a fragilidade das sementegpdoo, 0 que pode impedir problemas
com doencgas (ZHANG et al., 2013).

Neste sentido, Ambrozevicius (2010) utilizou a a&s¢fyia de expressar uma proteina
heteréloga rica em lisina para aumentar o teoisii@al em milho. A proteina utilizada foi a
zeolina, uma proteina quimérica contendo uma coaghim de 421 amino&cidos da faseolina
do feijao com 89 aminoacidos gaeina, descrita por Mainieri et al. (2004), sohtoue de
um promotor endosperma especifico, isoladoy-ttafirina de sorgo. A zeolina possui 25
residuos de lisina na porcéo da faseolina e osrdosniesponsaveis pela retencdo no reticulo
endoplasmatico (RE), no fragmento gaeina do milho, o que poderia aumentar a
estabilidade da proteina quimérica expressa nmmilh

A hipotese do trabalho de Ambrozevicius (2010) dgague a expressao estavel de
uma proteina de reserva nutricionalmente balanceadandosperma de milho provocasse
mudancas nas rotas metabdlicas e consequentementeacimulo de aminoacidos,
principalmente de lisina, nos grdos. A expressdao zlina deveria ocorrer
independentemente do numero de cépias do transgese localizar principalmente no

endosperma, por esse motivo foi utilizado o promdgoy-kafirina, isolado por Freitas et al.
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(1994). Pois através de analises histoquimicastidalade da GUS [{ glucuronidase) foi
demonstrado que em sementes bombardeadas, estet@rdoi capaz de conferir niveis
semelhantes de expressdo do gus em Coix, milhags,se que esta expressdo ocorreu
somente no endosperma, indicando que fatores tégokacontrolando a expresséo tecido-
especifica foram conservados nas trés espéciagdassf-REITAS et al.,1994).

Assim, foi utilizada a transformacédo por dois mémdela biobalistica e a por meio
da Agrobacterium, a fim aumentar as chances dessocem obter um evento de
transformacao, uma vez que a eficiéncia da tramsfioio de uma monocotiledébnea como o
milho é relativamente baixa. Apesar de desejavdb gato de ser mais estavel, a
transformagao com Agrobacterium n&o obteve sucessmlos os embrides e calos tipo Il
transformados néo se desenvolveram. O protocdlpaato para transformacéo do milho com
a zeolina por biobalistica foi descrito por (CARREI et al., 2004). Dentre o total de cerca
de 2300 explantes transformados por biobalistmane o uso de Agrobacterium, 41 explantes
transformados por biobalistica, representando &nites de transformacéo, foram capazes de
se desenvolverem em meio seletivo e chegar a elap@generacdo, representando uma
eficiéncia de cerca de 0,7% na transformacado (AMBRACIUS, 2010).

Em todos os procedimentos de transformacdo foizatib o hibrido Hill, que
apresenta no seu background genético as linhage8 &B73, com as vantagens de ter uma
grande capacidade de formar calos embriogénicodltgpde regeneracdo em meio de cultura
(ZHAO et al., 2002). O milho Hill ndo transformafio utilizado como controle.

Ao final do processo, para analise e confirmacatratesformacao das plantas foram
realizados trés tipos de andlise: a verificacadmskercdo do DNA do transgene no genoma do
milho através da PCR, a expressao génica deste &iNWés da RT-PCR e da PCR para
deteccdo do mRNA transcrito e a comprovacdo dai¢éaida proteina do transgene atraves
do Western Blot com anticorpo anti-faseolina. Ontweue apresentou expressao mais forte
da zeolina foi o Zeo 3, com uma banda de alta sdede aos 20 DAP, mas com bandas
detectaveis também aos 16 e 24 DAP. Todos os deawargos apresentaram bandas mais
fracas, detectaveis aos 16, 20 e 24 DAP, exceteent@ Zeo 8 que apresentou uma forte
expressao apenas aos 16 DAP (AMBROZEVICIUS, 2010).

Com a obtencdo de plantas transformadas expressandeeolina, questbes
relacionadas a regulacdo das relacdes fonte/dren@antinoacidos na planta, como o
metabolismo de aminoacidos, seus aspectos regakra sintese de proteinas de reserva
deveriam ser investigadas. Portanto, o objetivpsente trabalho foi repetir analises das

fracOes proteicas e quantificacdo de aminoacidosramgeracéo apés (geracdo F3) a aquela
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ja estudada por Ambrozevicius (geracdo F2) a fimcolefirmar os resultados obtidos e
também estudar o metabolismo de lisina atravésudatificacdo da atividade das principais
enzimas envolvidas na sintese e degradacao de lisin

Para verificar o padrdo de expressao das diferdraedes proteicas nos gréos de
milho das plantas transformadas do controle Hill fealizada analise quantitativa
(quantificacdo pelo método de Bradford (1976),€lab), e andlise qualitativa (SDS-PAGE)
(Figuras 8, 9, 10, 11 e 12).

Com relacédo a quantificacdo de cada fracao protaigercentagem relativa de cada
fracdo variou entre os eventos de transformacdaentole Hill. O perfil de proteinas de
reserva dos eventos transformados exibiu reducgwaporcdo das zeinas Il e glutelinas em
relacdo ao controle Hill, e ainda aumentos muiscrditos da fracdo globulina, porém néo
para todos os eventos transformados. Os eventogivgram aumento nesta fracdo em
relacéo ao controle Hill foram os eventos Zeo & &e Zeo 10.

Alteracdes nas fragdes protéicas acumuladas nos degmilho devido a expresséo de
uma proteina exdgena eram esperadas principalrpandea classe das zeinas, visto que a
expressdo da construc@dkafirina + zeolina ocorre no endosperma, com adaresperado
no RE (AMBROZEVICIUS, 2010). Vemos que existe adi@mcia de diminuicdo da fracao
zeina Il, no entanto o incremento compensatorioconass fracdes ocorreu de forma branda,
diferentemente do que Kawakatsu e colaboradorel0f2éncontraram quando produziram
diferentes linhagens transgénicas de arroz comapadie proteinas de reserva alterado. Os
genes que codificam as glutelinas, globulinas owlaprinas foram suprimidos
separadamente, através da técnica do RNAIi. Em tmloasos, a reducdo da expressdo de um
determinada proteina de reserva acarretou em iectesy compensatorios de outras
proteinas, tanto nos transcritos de mMRNA quantahass de proteinas acumuladas.

Nossos dados sdo mais parecidos com os resultagdBicar e colaboradores (2008)
obtiveram quando investigaram o padréo das zeimandosperma de milho expressando a
proteina heterdlogai-lactoalbumina sob controle do promotor g&eina nativa. Para
verificar se 0 acumulo de uma proteina exdgenar@odéetar o acimulo das zeinas, ou se 0
uso do promotor da zeina poderia competir por éatde transcricao utilizados na transcricao
das zeinas nativas, ou se poderia causar o sieecta dos genes da zeina. Esses autores
chegaram a conclusdo que mesmo com algumas difsremire os graos expressando a
lactoalbumina e os controles, estas diferencasfar@mn consistentes em todos os eventos.

Assim, concluiram que a presenca adtactoalbumina nos graos de milho poderia afetar



92

algumas classes de zeinas, mas o efeito encomi@@daumulo total das zeinas foi muito
pequeno.

No processo de extracdo das fracdes proteicagi@@szsdo extraidas em duas etapas,
zeina | e zeina Il. A fracdo zeina Il é constityddacipalmente pela-zeina de 27 kDa e é
nesta fracdo que se espera encontrar a proteifinazédroduzida, ja que esta apresenta a
mesma solubilidade e propriedades gasinas nativas (POMPA; VITALE, 2006). Em testes
preliminares utilizando o Western Blot para deteagd zeolina nas fracdes zeina | e zeina |l
Ambrozevicius (2010) verificou a presenca da zeotia fracdo zeina Il, conforme esperado.

No trabalho de Mainieri et al (2004) realizado ctabhaco expressando a zeolina e
estudado mais a fundo por Pompa e Vitale (2006plipeptidio mais abundante apresentou
massa molecular em torno de 60 kDa, tamanho espgrarh zeolina intacta. Além da
faseolina intacta, o anti-soro anti-faseolina deteoutras duas classes de polipeptidios em
tabaco, de 45 kDa e 95 kDa. O polipeptideo de 4& &@rresponde a massa da faseolina
intacta, indicando que a zeolina pode ter se fraggde na porcdo entre a zeina e a faseolina
através da protedlise poés-transcricional, enquamt@olipeptideo de 95 kDa poderia
representar a fracdo da zeolina que escapa do lrmmURE e sofre glicosilacdo durante o
trafico intracelular. Além destas, formas de ales@ molecular (maiores que 200 kDa)
também foram observadas, originadas da desnatuiacémpleta da proteina devido a
formacdo de grandes polimeros mantidos juntos potep dissulfeto, que dificiimente sdo
desnaturados por completo.

No gel da zeina Il deste trabalho (Figura 11) olaseos que no evento Zeo 4 foi
detectada uma banda de 80 kDa com maior intensielamlé¢ra banda de fraca intensidade
com 60 kDa, que pode ser a zeolina com solubilidgageopriedades dgzeina. Apesar da
tendéncia de mudancas no perfil da fracdo zeirari a insercdo da zeolina, ndo foram
detectadas alteracdes nos demais eventos transfosngaando comparados com o controle
Hill. O peso molecular dg-zeina é descrito como 50 kDa por alguns autore9@Vét al.,
2001), sendo que nos géis SDS-PAGE de Ambrozevf2ils0) a banda referenteyaeina
estd um pouco acima do marcador com 50 kDa. Pomyigale (2006) reforcaram que a
zeolina acumula principalmente como polipeptididadtos de 60 kDa quando estudaram em
detalhes os mecanismos de reten¢éo da zeolinabawcota

As demais fragOes proteicas apresentaram apena®rdifs entre intensidades de
bandas, como na fracédo globulina (Figura 8) emdyas bandas proximas a 60 kDa e 70 kDa

do evento Zeo 6 mostraram-se um pouco mais intemsaselacdo ao aos outros eventos
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transformados e o controle Hill. Esse resultadcepestar associado com 0 aumento discreto
detectado na quantificacdo do evento Zeo 6 nadrgighbulina.

Para verificar possiveis alteracdes no perfil d;naétidos nas sementes das plantas
transformadas em funcdo da expressdo da zeolinam fguantificados os aminoacidos
sollveis totais e 0os aminoacidos incorporados rasipas através de UPLC.

Nos aminoacidos sollveis totais (Tabela 7) o tems @minoacidos essenciais que
fazem parte da via metabdlica do acido aspartimorfina, metionina, leucina e lisina)
encontrados nos eventos transformados foi maioredatdo ao controle Hill, exceto no
evento Zeo 3, em que o teor de lisina foi menoau@ento de lisina sollvel ndo ocasiona
necessariamente aumento na sintese de proteirass ain lisina, 0 que sugere que a
disponibilidade de aminoéacidos livres ndo é o fdliaritante para que estes sejam
incorporados em proteinas (REYES et al., 2009).

Na analise dos aminoacidos sollveis totais, Amiwozes (2010) nao verificou
diferencas relevantes entre os valores mensuramosventos transformados, mas, detectou
resultados interessantes em relacdo aos aminoaaicmporados quantificados em HPLC,
com valores de 40% a 274% maiores para todos asamdos quantificados no evento Zeo
3 em relag&o ao controle Hill. Esta diferenca deveeferir aos aminoacidos incorporados na
proteina zeolina. Com a expressdo da zeolina, am#gsnpor aminocidos como a lisina é
maior, assim mais aminoacidos sao produzidos, mtes esdo direcionados a sintese da
zeolina e nao ficam disponiveis na forma de amikdo&csollveis totais, 0 que coincide com
os resultados que Ambrozevicius (2010) obteve.&festma a zeolina funcionaria como um
dreno, em que os aminodcidos que estdo em excé@ssincrporados a ela e as rotas
metabdlicas sdo capazes de se ajustar a fim déeatemequerimento por aminoacidos.

Verificamos entdo uma diferenca de resposta erdralums geracfes estudadas.
Ambrozevicius (2010) ndo detectou diferencas nesisiide lisina soluvel na geracdo F2,
apenas nos aminoacidos incorporados. Na F3 fontraio, houve diferencas nos niveis de
aminoacidos sollveis totais (Tabela 7) enquanto qse aminoacidos incorporados
apresentaram poucas diferencas (Tabelas de 2 a 6).

Analisando cada fracdo proteica individualmente agngue a fracdo globulina
(Tabela 2) teve incremento no teor de lisina ensguados os eventos transformados (menos
no Zeo 3) em relacdo ao controle Hill. Na fracdwalina (Tabela 3) o evento Zeo 8 € que
apresentou o maior teor de lisina. A fracao zeifleabela 4) teve o maior conteudo total de

aminoacidos entre todos os eventos transformadw®nmp os teores de lisina foram os
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menores entre todas as fracdes. Ja na fracéo lk€irebela 5) o controle Hill apresentou o
maior teor de todos os aminoécidos, inclusivesladi E na fracdo glutelina (Tabela 6) foram
observados os maiores niveis de lisina entre tagddeacdes. Esses resultados mostram que
pode ter ocorrido uma redistribuicdo dos amino&celtre as proteinas de reserva.

Materiais transgénicos de milho estudados por Fetzl. (2010) mostram que a
substituicdo dasi-zeina de 19 e 22 kDa, que sédo proteinas pobrelsem, por fracbes
proteicas que apresentam um conteudo de aminoabmlasceado e maior proporcédo de
lisina em sua composicdo, como as globulinas, almsne glutelinas, foram responsaveis
pelos incrementos no conteddo de lisina e triptofaas sementes. O teor de aminoacidos
incorporados encontrados em algumas fragcbes dcergeedrabalho coincide com os
resultados de Frizzi et al (2010), pois aqui aimaobossui 25 residuos de lisina na porcao
faseolina, sendo considerada uma proteina comuimmtte aminoacidos balanceados. Assim,
guando observamos, nos eventos transformados, tmsneos teores de aminodcidos,
principalmente lisina nas fragdes globulinas edjinds podemos sugerir que as alteracoes
sao devido a expressado dessa proteina heterdloga.

Em outro trabalho, realizado com arroz, alteracéigsificativas no contetudo de
aminoacidos essenciais foi observado principalmeateplantas que apresentaram reducao
na zeina de 13 kDa, em que aumentos de até 56%iveis de lisina nas sementes foram
observados em relagcéo ao controle ndo transforn@&lautores sugerem que este incremento
pode ter sido resultado do maior conteddo de praseficas em lisina em substituicdo da
zeina de 13 kDa que é pobre neste aminoacido (KAWPRSU et al., 2010).

Através de estudos com mutantes naturais de silite Ida série opaque, floury, Mc e
DeB30 em termos da composicdo de aminoécidos feérehdo que, dentre os mutantes
analisados, 0 mutante opaco2 apresentou 0os maitweis de lisina nos graos (3,1 a 3,8%)
guando comparado ao genaotipo selvagem (1,5%) aestento € resultado de um maior teor
de lisina soltvel e de proteinas do tipo ndo-zemlas da reducéo do conteddo das zeinas do
grdo. Além destes resultados foi constatado queteoses dos demais aminoécidos
apresentaram variagdes, com reducdo ou aumentendimpdo do aminoacido analisado e do
mutante (AZEVEDO et al., 2003; HUNTER et al., 200Esses dados mostram que 0s
eventos aqui transformados possuem potencial pa@@s gcom alta lisina, ja que foram
encontrados aumentos nos teores de lisina soltdieliauicdo na concentragéo das zeinas Il.

Uma comparacao de perfis de aminoacidos entre bon@PM e duas linhagens
transgénicas de milho, a 642 e a Y642, transforsiadan a insercéo do ges®l01 da batata,

resultou em teores mais altos de todos os 17 awmidesnas linhagens transgénicas em
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relacdo ao QPM. O teor de todos os aminoacidodimaagens de milho transgénico ficou
dentro da recomendacdo do banco de dados ILSInattenal Food Biotechnology
Committeg exceto a treonina, glicina e fenilalanina, cugosteudos foram mais elevados do
gue os valores maximos permitidos nutricionalmefgevariedades transgénicas 642 e Y642
ricas em lisina mostraram um bom equilibrio de a@&ddos com uma melhoria no teor total
de aminoacidos essenciais. Demonstrou-se que rgdesdo gene rico em lisina ndo afetou o
equilibrio da composicdo de aminoacidos e que teipi@ transgénica rica em lisina ndo so
melhorou o teor de lisina, mas também enriquectoototal de aminoacidos, o que sugere
um maior valor nutricional das variedades de milansgénicas (TANG et al., 2012). Dessa
forma, com a expressdo dos genes que codificamoteipa zeolina nos 6 eventos
transformados temos em maos dados que nos levamsarpse nesses eventos transformados
existe ou ndo um equilibrio na composicédo dos aacidos. Apesar do aumento esperado no
teor de lisina em alguns eventos transformados edagao ao controle Hill, vimos uma
reducdo na proporcdo das zeinas Il em relagdoramtHill, 0 que ndo era esperado, ja que
a zeolina € uma proteina da fracdo zeina Il e gpeegsdo deveria aumentar a proporcao
dessa fracdo em relacéo ao controle Hill. EssacBexna proporcéo da zeina Il pode também
ser devido a outros fatores, que nao relacionadioseécdo da proteina heterdloga, o que nos
leva a crer que as diferencas nos teores de anmtogando influenciaram diretamente a
proporcao das fragbes protéicas, como comentaduvi@niente com o trabalho de Bicar e
colaboradores (2008).

Um estudo referente a atividade das enzimas emasvina sintese e degradacao da
lisina foi realizado para investigar se a atividddssas enzimas foi alterada com o propdésito
de fornecer maiores teores dos aminoacidos reqeepdra incorporacdo nas proteinas de
reserva e possivelmente na zeolina.

A aspartato quinase (AK) é a primeira enzima endalna via do acido aspartico e
sua atividade é determinada pela acéo de pelo ntkrassisoenzimas separadas, uma que é
(AZEVEDO et al., 1997). A atividade da enzima AKyrante os trés periodos analisados
(Figuras 14, 15 e 16), foi superior em todos os@gtransformados em relacdo ao controle
Hill. O amino&cido lisina provocou a maior inibicda atividade total de AK, indicando a
predominancia da isoforma sensivel a este aminoagidnibicdo causada pela presenca de
lisina e treonina mostrou um efeito aditivo naigéio da atividade da enzima, isto €, houve a

soma da inibicdo dos aminoéacidos, como ja obsenaderiormente em trabalhos com
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mutantes para alta lisina (AZEVEDO et al., 20@gtes resultados estdo de acordo com o
mecanismo de regulagdo por retroalimentacdo, earsidto de enzimas alostéricas em vias
de biossintese, citadas para milho em inumerosallrab (AZEVEDO et al.,, 1992,
AZEVEDO et al., 2006).

Em outro trabalho Azevedo et al. (2003) realizouauavaliagdo nas enzimas
envolvidas no metabolismo de lisina no milho sedragOh43+ e nas mutagdes 01, 02, fl1 e
fl2 neste background genético e o que foi obsenéadoe a isoforma sensivel a lisina é a
predominante em todos os materiais, independentaudacdo, confirmando os resultados
obtidos no presente trabalho. Nos materiais mutaaténibicdo causada pelo aminoacido
treonina foi baixa em todos os mutantes, sendoaguautacdes 02 e fll € que causaram a
maior inibicdo. A inibicdo causada pela lisina sofuma reducdo substancial em todos os
mutantes. Além disso, outros mutantes foram awadiagl a mutacdo oll introduzida no
background genético do tipo selvagem W22+ interdsggente exibiu ativacdo de 30% na
atividade da enzima AK na presenca de treoninajariq que a mutacao 013 exibiu uma
inibicdo muito baixa (2,83%) comparado com o tiplvagem W22+.

A zeolina é rica em residuos de lisina, e, portaatper maior sintese de lisina para
suprir a demanda, conforme ja comentado, o que explcar a maior atividade da enzima
AK nos materiais transformados. Entretanto, ess@s resultados parciais, e devem ser
analisados de forma global com a atividade das desnaimas.

A homoserina desidrogenase (HSDH) é a primeiranemanvolvida na sintese de
treonina e metionina. E também tem como caradtaistuas isoenzimas de HSDH, uma
sensivel e a outra resistente a inibicdo por treofAZEVEDO; SMITH; LEA, 1992). A
atividade da enzima HSDH, durante os trés periatiasisados, mostrou oscilacdo. Aos 16
DAP (Figura 17) todos os eventos transformadosameatividade maior que o controle Hill,
ja em 20 DAP (Figura 18) o controle Hill € que m@r@ou a maior atividade e em 24 DAP
(Figura 19) os eventos Zeo 4, Zeo 8 e Zeo 10 éapuesentaram a maior atividade. De
maneira geral € possivel observar que a variagdmeacmais no controle Hill ao longo do
desenvolvimento do grdo do que nos eventos tranaftws, estes se mantiveram mais
estaveis em termos de atividade da enzima HSDH.

A HSDH esta no ponto de ramificacdo da via do aessimartico, onde ela e a enzima
DHDPS competem por um substrato comurfi;aspartil semialdeido (ASA) e este fato pode
ser um ponto chave na determinacdo do fluxo deonarta via que leva a sintese de lisina ou
treonina (AZEVEDO et al., 2003; AZEVEDO et al., 200
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Ensaios na presenca de 5 mM de treonina mostiaraipio em todos os estagios na
atividade da enzima HSDH em todos os materiaistoamados e no controle Hill (Tabelas
11, 12 e 13). Essa inibicdo causada pelo aminodcaimina sugere a presenca de uma
isoforma sensivel ao aminoéacido treonina (AZEVED@@Il ¢ 2006).

A atividade especifica da enzima DHDPS, que é megra enzima relacionada
diretamente com a sintese de lisina, ndo demongtrandes diferencas significativas em
relacdo ao controle Hill nos trés estagios de dedemento (Figuras 20, 21 e 22). Em todos
0s estagios estudados, apenas os eventos Zeo 4 & Ze destacaram com atividades
significativamente superiores ao controle Hill. &os na presenca de 1 e 5 mM de lisina
revelaram maior inibicdo da atividade da enzima P3xom lisina a 5 mM (Tabelas 14, 15
e 16). A adicdo de AEC a 1 e 5 mM também provoodigdes, porém menores que a lisina
e com resultados variados entre 0s eventos tranatms.

Em diferentes mutantes de milho para alta lisind4@®1, Oh4302, Oh43fll e
Oh43fl2) a enzima DHDPS foi isolada e sua atividémlequantificada. Os resultados s&o
semelhantes com os obtidos neste trabalho, em @iwidade especifica de DHDPS né&o
apresentou diferencas significativas entre os alifieds materiais estudados e o controle. Esse
resultado sugere que o acumulo de lisina nesteeriaiaté mais dependente das demais
enzimas da via do 4cido aspértico do que propritenden DHDPS. Em compensacdo, a via
de degradacédo de lisina nesses materiais foi caastinte alterada, o que explica os altos
niveis de lisina solivel nas sementes destes mat€WARISI et al., 2007).

Resultados com grande diferenca nos teores dea lisotivel foram observados
guando o geneordapA que codifica a enzima DHDPS de Corynebacteriuntagiicum
insensivel a inibicdo por lisina foi expresso emesates de milho, sendo que, até 43 vezes
mais lisina foi detectada nestes materiais em d@elap controle ndo transformado. Além
disso, quando essas linhagens foram combinadasntgriais transgénicos com reduzido
teor de zeinas observou-se um efeito sinergiséanubas as transformacgdes, resultando num
contetdo de lisina de até 67 vezes maior que aatermao transformado (HUANG et al.,
2005). Estes resultados confirmam a importanciendama DHDPS no controle da sintese de
lisina e indicam que esta enzima provavelmente ss#teeser desregulada para permitir
incrementos no acumulo de lisina, o que provavelem@do aconteceu nos seis eventos
transformados deste trabalho.

A via de degradacao de lisina € muito importanta paacumulo de lisina nos graos.

A primeira enzima envolvida na degradacdo de ligna lisina 2-oxoglutarato redutase
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(LOR), que catalisa a condensacéo da lisina e thglc¢arato para formar sacaropina, que
em seguida é hidrolisada a acido glutamico e aecidmninoadipico através da enzima
sacaropina desidrogenase (SDH) (ARRUDA et al., 280EPANSKY et al., 2006).

Nos eventos transformados foi verificada reducaatiédade de degradacao de lisina
pela enzima LOR, durante os estagios 20 e 24 DARui@& 24 e 25) em relagdo ao controle
Hill. Os resultados mostram que a transformacgéasionau reducéo na degradacéo de lisina,
isso pode ser explicado pelo fato de que a lisima has células é degradada pela via da
sacaropina caso ndo seja incorporado em protepws, deve ser mantida em niveis
constantes (homeostase). Assim, a presenc¢a danaraiolina que é rica em lisina funciona
como um dreno para este aminoacido que esta nafiwvre e consequentemente reduz sua
concentracdo, ndo deixando que entre na via dedisgfo.

Para entendermos um pouco mais sobre a importdaciéa de degradacéo sobre o
acumulo de lisina nas sementes temos como exemytilizacdo da tecnologia de RNAI para
reduzir o catabolismo de lisina no embrido e ncospdrma de sementes de milho, em que
Reyes e colaboradores (2009) observaram efeitogsstieo quando foi induzida a supresséao
da LOR-SDH em ambos os tecidos, sendo que, a s@ore® embrido resultou num acumulo
de 0,2 mg.g matéria seca (MS) de lisina soltvel em sementeturag, 0,90 mg:yMS no
endosperma e com a combinacéo 1,60 thiyl§. Outro exemplo é o trabalho de Hournard e
colaboradores (2007) que também utilizaram a téacdir RNAI para a transformacdo da
planta com uma construcdo IR-SDH (sequéncia regpdtigiertida do dominio SDH da
LKR/SDH) sob controle de um promotor endosperma&§po e obtiveram aumentos nos
niveis de lisina soltvel de 30 ppm para 500-700.ppm

A atividade da enzima SDH nos eventos transforméaasaior que no controle Hill,
nos estagios de 16 e 20 DAP (Figuras 26 e 27). #&pem 24 DAP (Figura 28) é que se
verificou uma reducdo na atividade da SDH nos eegeritansformados. Resultados
semelhantes aos obtidos neste trabalho foram auk®Evno mutante 010 em que houve
reducéo da atividade de LOR de 4,5 vezes e no meutd3 em que a reducgéo da atividade de
LOR chegou a 5,6 vezes. No entanto, para a enzbihe&diminuicdo da atividade nao foi
tdo drastica (AZEVEDO et al., 2004).

Embora cada evento transformado tenha apresentadointensidade de resposta
diferente, que é esperado devido ao fato de qu@rero de copias do transgene e o local
onde foi inserido no genoma podem variar. Os radaf obtidos até o momento mostram
mudancas na atividade das enzimas e em algung@spegulatérios, o que ja é uma grande

constatacdo, pois para a formacdo da proteinanaebé a necessidade de incorporacdo da



99

lisina livre em sua estrutura, assim, deve havea aiteracdo na via metabdlica do acido
aspartico para suprir a nova demanda de lisinasEalteracdes podem incluir o aumento na
atividade da enzima AK, que é a primeira enzimgida@ue leva a sintese deste aminoacido e
também uma reducdo na atividade da enzima de degi@d OR, pois 0 excesso de lisina
livre que seria degradada € incorporado a nova imant

Mais conhecimentos s&d0 necessarios sobre a reguldgd metabolismo dos
aminoéacidos e a sua influéncia sobre outros prosessnetabdlitos, como o estudo sobre os
efeitos que um maior teor de lisina pode provoadres a expressao e acumulacdo de
proteinas de reserva de sementes. Apesar de \@stodos combinando a estratégia de
aumento de sintese e diminuicdo da degradacdmlecinento sobre estas combinacdes e
seus efeitos na biologia de sementes é ainda iet(GALILI; AMIR, 2013).
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6 CONCLUSOES

Na geracdo F2, estudada por Ambrozevicius (20hé}) foram detectadas diferencas
nos niveis de lisina soluvel, apenas nos aminodcidoorporados, e na geracdo F3 foi o
contrario, houve diferenca nos niveis de amino&cidollveis totais enquanto que o0s
aminoacidos incorporados apresentaram poucas miieseem relacdo ao controle Hill.

O acréscimo da atividade da enzima de sintesetagpguinase (AK) e a reducéo da
atividade da enzima de degradacéo 2-oxoglutardittase (LOR) nos eventos transformados
em relacdo ao controle nos leva a pensar que masérato esta sendo produzido pela AK, o
qual pode estar sendo utilizado para formacéo de anginoacidos da via do &cido aspartico.

A expressdo de uma proteina rica em aminoaciden&sss pode ser o motivo para a
maior atividade de AK e consequente diminuicaotilédade da enzima de degradacéo LOR,
ja que para formacdo da zeolina mais aminoacidesnegis sdo utilizados, resultando em
uma diminui¢do na quantidade de amino&cidos quendeer degradados.

Por fim, verificamos que as fracdes globulinasutalihas apresentaram aumentos nas
concentracdes de lisina entre os eventos transftmsnam relacédo ao controle Hill, sendo

gue, 0s eventos que mais se destacaram foram Zew 3, Zeo 5 e Zeo 10.
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