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O metabolismo do nitrogénio esta relacionado com o metabolismo do carbono (Huppe e
Turpin, 1994) e para melhorar a eficiéncia de uso de nitrogénio é necessario conhecer como
as enzimas do metabolismo do carbono e nitrogénio sdo reguladas e como elas influenciam a
produtividade das lavouras. O nitrogénio € fator regulatério essencial para a acdo da luz
sobre o0 acimulo dos mRNAs de varias enzimas, entre elas a fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPC) (Sakakibara, et al. 1992). A PEPC é uma das enzimas chave na fixa¢do de CO2em
plantas tipo C4. Nas células do mesofilo das plantas tipo C4, a PEPC catalisa a incorporacgao
do CO2 em oxaloacetato, o qual depois de reduzido a malato € descarboxilado nas células da
bainha, sitio da atividade da rubisco. Esta enzima realiza a incorporacéo final do CO2 na
forma de triose fosfato. Este mecanismo de concentracdo de COz no sitio de atividade da
rubisco aparentemente inibe sua atividade oxigenase, impedindo a perda de CO2 e amdnio
pela fotorespiracdo. A reposicao dos niveis de fosfoenolpiruvato (PEP), o qual é o outro
substrato fisioldgico da PEPC, é feito pela piruvato ortofosfato dicinase (PPDK). A inibicdo
da fotorespiracdo em plantas tipo C4 confere a elas maior capacidade fotossintética e
eficiéncia do uso de N quando comparadas com plantas que fotorespiram (Furbank e Taylor,
1965). Em milho e sorgo foram caracterizadas pequenas familias multigénicas de PEPC. Em
plantas os genes da PEPC contém nove introns de tamanhos varidveis (Crétin, et al. 1991).
Em milho foram descritos pelo menos cinco genes para PEPC. Um desses genes é expresso
somente em raiz enquanto que outros dois, C3 e C4, sdo expressos em folhas. A atividade in
vivo da PEPC esté sujeita a controles alostéricos por metabdélitos que apresentam efeito
positivo (glicose-6-fosfato) ou negativo (malato). O efeito desses efetores é mais
pronunciado quando a atividade € medida em pH fisiolégico mas pequeno quando a atividade
Vmax € medida em pH 8,0 (Duff, et al. 1995). O estado de fosforilacdo que ocorre em
residuos especificos de serina, é outro importante mecanismo de regulacdo da atividade da
PEPC. A fosforilagdo de um Unico residuo de serina na regido amino-terminal (Ser-8 no
sorgo e Ser-15 no milho) altera a sensibilidade da enzima ao malato em pH fisiol6gico, sem
contudo alterar a Vmax e o contetdo da proteina PEPC (Chollet, et al. 1996). O motivo de
fosforilacdo proximo do N- terminal (E/DR/KxxSIDAQL/MR) é especifico para PEPC de
plantas (Lepenic, et al. 1994). A fosforilacao (fosfo-PEPC) desse residuo de serina é
catalizada por uma cinase. Em pH fisioldgico a fosforilacdo torna a PEPC muito menos
sensivel a inibicdo pelo malato e, a0 mesmo tempo, mais sensivel a ativacdo pela
glucose-6-fosfato. A desfosforilacdo (defosfo-PEPC) é catalisada por uma fosfatase do tipo
2A e torna a PEPC mais sensivel a inibicdo pelo malato (Echevarria, et al. 1990. Em milho, a
produtividade de gréos esta correlacionada com as concentragdes foliares de rubisco, PEPC,
PPDK (Sasakawa e Sugiyama, 1989) e as atividades da PEPC e da Fd-GOGAT (Purcino, et
al. 1996). A correlagdo da atividade da PEPC com o rendimento dos gréos foi significativa
quando a atividade foi calculada por grama de peso fresco e por mg de proteina (atividade
especifica). Em milho, a fertilizagdo com nitrogénio provoca aumento na atividade de varias
enzimas de assimilacéo de carbono e nitrogénio, mas o maior aumento é invariavelmente
observado na atividade de PEPC. Apartir destes resultados, postulou-se que PEPC pudesse



ser utilizada como um marcador enzimético para discriminagdo de gendtipos de milho quanto
a responsividade no uso de nitrogénio. Neste estudo, PEPCs de gen6tipos contrastantes
foram caracterizados quanto a atividade enzimatica, atividade em gel desnaturante e Western
blots com o objetivo de testar esta hipdtese.

MATERIAL E METODO
Os genotipos

Neste estudo foram utilizados os gendtipos de milho contrastantes para alta e baixa
eficiéncia no uso de nitrogénio, previamente selecionados em condi¢des de campo utilizando
dois niveis de adubacdo com nitrogénio (30 Kg N/ha e 130 Kg N/ha) pelo programa de
melhoramento do CNPMS (tabela 1). O grupo de gendtipos era composto por dois hibridos
simples e duas linhagens para cada grupo segundo a eficiéncia na utilizacdo de nitrogénio
(tabela 1).

Tabela 1. Genétipos de milho eficientes e ineficientes na utilizacdo de nitrogénio.

Eficiente Inefickente
HS 725 x 64 HS 725511
HS 7245 22 HS 20 X a4
LCIWE 28-7.1 LChis 28-10.2
LCIWIS 28-8.1 LChIS 28-172
HS Hibrido simples
L Linhagens

MATERIAL E CONDICOES DE CULTIVO

Cinco plantas de cada gendtipo foram plantadas em vasos com vermiculita, regados com
solucdo nutritiva de Hoagland (Arnon e Hoagland, 1940) preparada para fornecer 16mM de
nitrato e mantidos em casa de vegetacdo. Esta solucdo foi fornecida as plantas até o estadio
de terceira folha completamente expandida. A partir desta data, trés vasos de cada gendtipo
continuaram a receber 16mM de nitrato enquanto que trés outros passaram a receber apenas
1,6mM de nitrato. As folhas foram colhidas quando as plantas atingiram o estadio de quarta
folha completamente expandida. Apos a colheita, as folhas tiveram suas nervuras centrais
retiradas, foram acondicionadas em gaze, mergulhadas em nitrogénio liquido e mantidas a
temperatura de —80 oC.

Extracdo da PEPC

Aproximadamente, 0.5 g de tecido de folhas congeladas provenientes dos diferentes gen6tipos
foram triturados separadamente em cadinhos congelados contendo uma pequena quantidade de
areia lavada e 3 ml de tampéo de extracdo também congelado contendo [(50mM Tris-HCI, pH
7,6 contendo 5% glicerol, 100mM de 2-mercaptoetanol, 1mM de PMSF, 2mM EDTA, 10%
PVPP e 20% etilenoglicol)]. Os homogenatos foram centifugados a 14000 RPM durante 30
minutos a 4oC e os sobrenadantes contendo PEPC foram entdo analisados por eletroforese, ensaio
enzimatico e Western blot.

Quantificacdo protéica

A quantificagdo de proteina soltvel total de folha foi determinada pelo método de Bradford
(1976), utilizando albumina sérica bovina como padréo.

Eletroforese



Géis de poliacrilamida desnaturantes

Extrato total de proteina contendo PEPC foi fracionado por SDS-PAGE de acordo com
Laemmli (1970) utilizando o sistema de minigel da Bio-Rad Laboratories. Quinze umg de
proteina total proveniente do sobrenadante dos diferentes genotipos foi carregado em cada
poco de um gel empilhador 4% (p/v). A separacdo das proteinas foi obtida em gel separador
10% (p/v) a 120 V durante 75 minutos. Oito géis de poliacrilamida foram preparados cada
um contendo triplicatas de cada gendtipo crescido sob alta e baixa concentracéo de
nitrogénio. Apds eletroforese, as proteinas separadas foram coradas em Coomassie Brilliant
Blue ou transferidas para membrana de PVDF para analises de Western blot.

Géis de poliacrilamida ndo desnaturantes

As isoformas de PEPC foram separadas eletroforeticamente em gel de poliacrilamida ndo
desnaturantes utilizando 0 mesmo sistema descrito acima. Quinze umg de proteina total dos
diferentes gendtipos foram carregados em cada po¢o do gel. A separacao das proteinas foi
alcangada em géis de poliacrilamida 8% a 200 V durante 90 minutos a 4oC. ApGs
eletroforese, as proteinas separadas foram também coradas em Coomassie Brilliant Blue ou
transferidas para membrana de nitrocelulose para analises de Western blot.

Analises de Western blot

As proteinas separadas por eletroforese desnaturante e ndo desnaturante foram transferidas
para membrana de nitrocelulose com poros de 0.45uum a 15 V constantes durante 45
minutos para SDS-PAGE e 60 minutos para gel ndo desnaturantes, utilizando o sistema semi
seco da Bio-Rad de acordo com instrucdes do fabricante. As membranas de nitrocelulose
contendo PEPC foram incubadas a temperatura ambiente por 12 horas e sondadas com
anticorpos policlonais especificos contra PEPC (1:800 dilui¢do) de milho produzidos em
coelho. Os complexos antigeno—anticorpo primario foram incubados com anticorpo
secundario acoplado a peroxidase (1:3000 diluicdo) (goat-anti rabbit peroxidase, Sigma
Chemical Co.) durante 60 minutos a temperatura ambiente e a revelacdo das bandas foi
obtida com 4-cloro-1-naftoL.

Ensaios da atividade enzimatica

A atividade da PEPC dos diferentes gen6tipos cultivados sob alta e baixa concentracdo de
nitrogénio foi medida espectrofotométricamente em uma reacéo acoplada com malato
desidrogenase. Cem pl de proteina total desalinizada foi encubada com a solugdo de mistura
de reagéo contendo (0,5 M mercaptoetanol, 208,8 U/malato desidrogenese, 0,05M glicose 6
fosfato, 2mM NADH, 0,05M PEP) a 30oC durante 30 minutos. A reacdo enzimatica foi
iniciada com a adic¢éo de PEP e a oxidagdo de NADH foi monitorada a 340nm. A atividade
de PEPC, foi também medida diretamente em géis ndo desnaturantes (Barrat, 1980). Neste
procecimento apos a eletroforese, o gel foi imerso na solucao de mistura de reacdo contendo,
(100mL de tampdo Tris-HCI 0,1M, pH 7,0, 1M MgCl2,500mg de PVP 40, 120mg de PEP,
160mg de NaHCOs e 100 mg de fast blue BB salt). Ap0s a reacgdo, a atividade enzimatica foi
evidenciada como bandas de coloragdo marrom escuro (Brown, et al 1978).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade de PEPC fosforilada detectada por ensaio enzimatico utilizando extrato protéico
de folhas, aumentou variadamente em todos os gendtipos quando crescidos em



concentragdes altas de nitrato (16mM). Os genotipos 723x64 eficiente e CMS 28-10.2
ineficiente exibiram uma alteracéo significativa da atividade total variando de (2000 a 8000 p
moles CO2.g-1 peso fresco. min-1) para o primeiro e de (2600 a 9200 umoles CO2.g-1 peso
fresco. min-1) para o segundo quando crescidos em concentra¢des de 1.6mM e 16mM de
nitrato respectivamente. Contrariamente, 0s genotipos 20x64 ineficiente e CMS-7.1 exibiram
uma pequena mudanca de atividade variando de (800 a 12000 umoles CO2.g-1 peso fresco.
min-1) e de (700 a 3200 umoles CO2.g-1 peso fresco. min-1) quando crescidos sob as mesmas
condi¢des de concentracdo de nitrato. Adicionalmente, observou-se também que a atividade
de PEPC desfosforilada obedeceu 0 mesmo comportamento da enzima fosforilada
aumentando variadamente para todos os gendtipos quando crescidos em alto regime de
nitrato. No entanto, a variagdo da atividade total da PEPC fosforilada para todos os
gendtipos estudados em regimes de nitrato diferentes foi invariavelmente maior do que a
forma desfosforilada. Estes resultados estdo em concordancia com os dados obtidos na
literatura onde experimentos mostram que PEPC fosforilada € significantemente mais ativa
do que a forma desfosforilada (Chollet, 1996) e que PEPC € mais responsiva a tratamentos
com altas concentracdes de nitrato. A atividade de PEPC observada em géis ndo
desnaturantes contendo a mesma concentragdo de proteina total (15ug), demonstrou
claramente uma variacdo da intensidade das bandas de PEPC em todos os gendtipos quando
crecidos em regimes de alta e baixa concentracdes de nitrato. As bandas mais intensas eram
sempre observadas para 0s genotipos crescidos em alta concentracdo de nitrato e este
resultado, esta em concordancia com dados obtidos pela atividade total apresentados pelos
ensaios enzimaticos.

Os resultados apresentados por Western blot de membranas de géis desnaturantes também
concordam com os dados obtidos previamente, demonstrando seguramente uma variagédo de
intensidade da banda de PEPC quando gendtipos eram crescidos em regimes contendo alta
concentracdo de nitrato. A exata variacdo da concentracdo de PEPC entre os varios
gendtipos crescidos em diferentes regimes de nitrato serd obtida por andlise densitométrica
das membranas ja existentes.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho utilizando os gendtipos de milho crescidos em alta e
baixa concentracéo de nitrato, sugerem a possibilidade da utilizacdo da enzima PEPC como
um marcador enzimatico na discriminacdo de gendtipos de milho quanto a sua responsividade
a aplicacdo de nitrato.
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