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Introducio

Em plantas, a glutamina sintetase ¢ codificada por uma familia multigénica cuja expressdo ¢
regulada por multiplos promotores e por estimulos ambientais de maneira especifica a 6rgaos e
tecidos (Miflin e Habash, 2002). Em milho, as isoproteinas da glutamina sintetase (GS, EC
6.3.1.2) podem ser separadas em colunas de DEAE-celulose em dois picos correspondentes as
isoformas citossolica (GS1) e cloroplastica (GS2). A isoforma GS2 ¢ codificada por um tnico
gene, mas a isoforma GS1 ¢ codificada por 5 genes (GS;.;, GS;2, GS13, GS;4 ¢ GS;.5), sendo
que o GS,.s ¢ bastante dificil de ser identificado por hibridagdo de RNA (Sukanya et al., 1994).
Ao nivel de transcrito, esses genes mostram resposta diferencial ao amonio e ao nitrato. No
mesofilo foliar e nas celulas das raizes, a GS2 ¢ responsiva ao nitrato mas ndo a amonia e,
portanto, nas raizes a GS2 pode ser detectada somente em plantas tratadas com nitrato
(Sakakibara et al., 1992). Em raizes de plantulas de milho cultivadas em nitrato por 6 dias, o GS;.
1, GSi3 e 0 GS|4 sdo mais expressos que o GS;.,, enquanto na parte aérea, 0 GS;3 ¢ GS;4 sdo
mais expressos que o GSi.; e o GS;., (Sukanya et al., 1994). O objetivo desse trabalho foi avaliar
o padrio de expressdo das isoenzimas da GS em linhagens e hibridos simples de milho
selecionados para alta e baixa eficiéncia de uso de nitrogénio (EUN). Mais especificamente,
avaliou-se nesse trabalho a hipétese de que plantas com alta e baixa EUN mostram padrdes
diferenciais de expressdo das isoenzimas da GS em resposta a nutricdo com nitrato. Utilizou-se
nesse estudo linhagens e hibridos simples, porque em culturas de poliniza¢do cruzada como o
milho, a avaliagdo de linhagens “per se” permite a identificagdio de mecanismos de EUN
controlados por genes de efeito aditivo, enquanto hibridos simples permitem a identificagdo de
mecanismos controlados por efeitos aditivos e ndo aditivos (Hallauer e Miranda Filho, 1998)

Materiais e Métodos

Cultivos das plantas em casa de vegetacdo: 5 plantas de gendtipos com alta e baixa EUN listados
na Tabela 1 foram cultivadas em vasos com 1 kg de vermiculita e fertilizados em dias alternados
com 200 mL de uma solucdo de Hoagland preparada para fornecer um nivel baixo (0,8 ou 1,6
mM) ou alto (16 mM) de nitrato. Cada combinagdo nitrogénio x genotipo foi repetida 3 vezes e
quando as plantas atingiram 4 folhas, as raizes e folhas foram colhidas ¢ mantidas a —80° C até a
realizagdo das analises.

Separagdo da isoenzimas da GS por PAGE nativa e coloracdo para atividade transferase: para
visualizagdo do polimorfismo das isoenzimas da GS, 15 pg de proteina solivel total foram
separadas por eletroforese PAGE nativa, em géis de 8%, a 200V, por 90 min e 4°C. A
visualizagao das bandas foi obtida pelo desenvolvimento de cor para a atividade transferase
como descrito por Brune et al. (1998). Em um experimento adicional, o polimorfismo da GS de




milho e tabaco foi comparado em um mesmo gel para identificacdo da banda de GS2, ja que
plantas jovens de tabaco ndo possuem a banda GS1.

Separacdao das isoenzimas da GS por PAGE seguida de Western blot: apods a eletroforese em
PAGE nativa como descrito acima, as isoenzimas da GS foram transferidas para filtros de PVDF,
sondadas com anticorpos contra GS1 ¢ GS2 conforme descrito por Purcino et al. (1998) e
fotografadas.

Eletroeluicdo das bandas de PAGE, separacdo por SDS-PAGE seguida de Western blot: as
isoenzimas da GS de folhas do HS 723 x 64 cultivado sob alto e baixo nitrato foram separadas
por eletroforese PAGE preparativa como descrito acima. Depois da eletroforese, cada gel foi
cortado em segmentos de 1 cm de largura e 1 segmento de cada gel foi colorido para atividade
transferase para ser utilizado como marcador da localizacdo das bandas nos géis que ndo foram
coloridos. A porcdo de cada gel correspondente a essas bandas foi individualmente cortada, o
conteudo das proteinas foi eletroeluido, passou por uma nova separacdo por SDS-PAGE ¢ a
seguir sondado com os anticorpos contra GS1 e GS2.

Resultados e Discussiao

O polimorfismo para as bandas de GS separadas por PAGE nativa e visualizadas para atividade
transferase nos genotipos de milho cultivados sob dois niveis de nitrato, aparece na Figura 1 para
a analise de folhas e na Figura 2 para a analise das raizes. Os resultados obtidos mostraram que
em géis nativos a GS de folhas pode ser separada em uma banda “superior” mais bem definida e
uma “inferior” mais difusa. De maneira geral, a expressao dessas bandas ndo mostrou um padrao
claro para o efeito do nitrato, capaz de diferenciar gendtipos com baixa e alta EUN. Em raizes a
banda “superior” foi mais expressa que a banda “inferior” e, aparentemente, favorecida pela
nutricdo com nitrato. Para identificar qual dessas bandas correspondiam a isoformas GS1 e GS2,
a posi¢ao da banda GS2 do milho foi comparada com a posi¢ao da banda GS2 de tabaco, uma
planta cujas folhas jovens ndo apresenta a isoforma GS1 (Figura 3). Os resultados da Figura 3
sugerem, portanto, que a banda “superior” observada nas folhas do milho tinham uma densidade
de carga correspondente a isoforma unigénica GS2, e que a banda “inferior” corresponderia a
isoforma multigénica GS1. Entretanto, a Figura 2 mostra que a banda “superior” das raizes foi
mais expressa que a banda “inferior” e, como em raizes de milho a isoforma citossélica ¢ mais
expressa que a isoforma plastidica GS (Sakakibara et al., 1992), esses resultados ndo indicam de
maneira inequivoca que a banda “superior” seja a isoforma GS2 e que a banda “inferior” seja a
isoforma GS1. Visando responder essa duvida, os produtos da familia multigénica da GS foram
separados em géis de PAGE, transferidos para membranas de PVDF e sondados com os
anticorpos contra GS1 e GS2 (Figura 4). Nas folhas, os resultados obtidos indicaram que o
produto do gene GS2 estava presente tanto na banda “superior” quanto na banda “inferior”, mas
nas raizes o sinal estava mais visivel na banda “superior” que na banda “inferior”. A eletroelui¢ao
das bandas “superior” e “inferior”, seguida de analise por SDS-PAGE e sondagem com os
anticorpos contra GS1 e GS2 (Figura 5) confirmaram que essas duas bandas contém epitopos
reconhecidos por esses dois anticorpos. Em conjunto, esses resultados sugerem que tanto a banda
“superior” quanto a banda “inferior” observadas nos géis de PAGE nativo sdo uma mistura de
produtos dos genes da GS, e elas ndo podem ser consideradas como indicativos da expressdo das
isoformas cloroplastica GS2 e citossolica GS1. E possivel que a presenca desses dois peptideos
nas duas bandas da eletroforese PAGE seja resultado da fosforilagdo parcial e da intera¢do da GS
com a proteina 14-3-3 (Lima et al., 2005), o que pode modificar o padrio de migragdo da



holoenzima GS. Observou-se que a expressao das bandas de GS em PAGE foi influenciada pela
nutricdo com nitrato, sem haver entretanto, uma correlagdo com a classificacdo da EUN dos
genotipos testados.
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Tabela 1 — Genotipos de milho contrastantes para eficiéncia de uso de nitrogénio usados nesse
estudo

Genaotipo Natureza Genética EUN
CMS 28-7.1 Linhagem Alta
CMS 28-8.1 Linhagem Alta
HS 724 x 22 Hibrido simples Alta
HS 724 x 64 Hibrido simples Alta
HS 723 x 64 Hibrido simples Alta
CMS 28-17.2 Linhagem Baixa
CMS 28-10.2 Linhagem Baixa
CMS 28-11.1 Linhagem Baixa
HS 20 x 64 Hibrido simples Baixa
HS 723 x 11 Hibrido simples Baixa

Figura 1 — Polimorfismo dos produtos da familia multigénica GS, depois da separagdo das bandas
por PAGE nativa e desenvolvimento de cor para a atividade transferase, de folhas de genotipos
de milho, contrastantes para EUN e cultivados sob dois niveis de nitrato. Abaixo das bandas
aparecem os picos densitometricos das bandas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 - CMS 28-7.1 - 0.8 mM nitrate 9 - HS 724 x 22 0.8 mM nitrate
2 - CMS 28-7.1 - 16 mM nitrate 10 — HS 724 x 22 16 mM nitrate
3-CMS 28-8.1 - 0.8 mM nitrate 11 - HS 723 x 64 0.8 mM nitrate
4 - CMS 28-8.1 - 16 mM nitrate 12 - HS 723 x 64 16 mM nitrate
5-CMS 28-17-2 - 0.8 mM nitrate 13 -HS 20 x 64 0.8 mM nitrate
6 - CMS 28-17-2 - 16 mM nitrate 14 - HS 20 x 64 16 mM nitrate
7-CMS 28-10.2 - 0.8 mM nitrate 15-HS 723 x 11 0.8 mM nitrate
8 - CMS 28-10.2 16 mM nitrate 16 -HS 723 x 11 16 mM nitrate



Figura 2 — Polimorfismo dos produtos da familia multigénica GS, depois da separagdo das bandas
por PAGE nativa e desenvolvimento de cor para a atividade transferase, de raizes de genotipos de
milho, contrastantes para EUN e cultivados sob dois niveis de nitrato.

9 10 11 12 13 14 15 16

Genotipos com baixa EUN Genotipos com alta EUN
1-CMS28-7.1 - 16 mM NO;’ 9 -CMS28-102 - 16 mM NO;
2-CMS287.1 - 0.8mMNO; 10 - CMS28-10.2 - 0.8 mM NO;
3-CMS288.1 - 16mM NO; 11-CMS28-17-2 - 16 mM NO;
4-CMS2881 - 0.8mMNOy 12-CMS28-17-2 - 0.8mMNOy
5_HS724x22__ - 16 mM NO; 13 — HS 20x64 - 16 mM NO;
6-HS724x22 - 0.8 mM NO; 14 — HS 20x64 - 0.8mMNOy
7-HS 724x64 - 16 mM NO; 15-HS723x11____- 16 mM NO;
8 —HS 724x64 - 0.8 mM NO; 16-HS723x11____ - 0.8 mM NO;y

Figura 3 — Isoformas da GS de folhas jovens de milho e tabaco obtidas por PAGE nativa e
desenvolvimento de cor pela atividade transferase

milho tabaco milho tabaco milho tabaco

Mistura completa Menos ADP Menos Mg**
para atividade
transferase



Figura 4 — Separacdo das isoenzimas da GS de folhas de milho por PAGE nativa,
eletrotransferéncia para membranas de PVDF e sondagem com anti-GS1 e anti-GS2

HS 723 x 64 HS 20 x 64 HS 723 x 64 HS 20 x 64

L H L H L H L H L H L H L H L H

raiz folha raiz folha raiz folha raiz folha
Sondadas com anti-GS1 Sondadas com anti-GS2

L — Plantas cultivadas com 0.8 mM nitrato
H — Plantas cultivadas com 16 mM nitrato



Figure 5 - (A) — Separacao das isoformas foliares da GS por PAGE nativa e
desenvolvimento de cor para atividade transferase B) — As bandas
“superiores” e “inferiores” foram eletroeluidas, separadas por SDS-PAGE
e sondadas com anticorpos contra GS1 e GS2. Amostras foliares do HS
723x64 foram colhidas quando as plantas tinham 4 folhas completamente
desenvolvidas

A Bl B2 B3 B4 B5B6 B7

A - isoformas da GS separadas por
PAGE nativa

B1 - banda superior, plantas com baixo
N, sondadas com anti-GS2.

B2 — ibid, sondada com anti-GS1

B3 — banda inferior, plantas com baixo
N, sondadas com anti-GS2.

B4 - ibid, sondada com anti-GS1

B5 — banda superior, plantas com alto N,
sondadas com anti-GS2.

B6 —ibid, sondadas com anti-GS|1

B7 — banda inferior, plantas com alto N,
sondadas com anti-GS2.

B8 — ibid, sondadas com anti-GS1.




