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INTRODUCAO

O metabolismo do nitrogénio esta relacionado com o metabolismo do carbono (Huppe e
Turpin, 1994) e para melhorar a eficiéncia do uso de nitrogénio, é necessario conhecer como
as enzimas do metabolismo do nitrogénio séo reguladas e como elas influenciam a
produtividade das lavouras.

O nitrogénio é um fator regulatério essencial para agdo da luz sobre o acimulo dos RNA
mensageiros da ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase (rubisco), fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPC), piruvato ortofosfato dicinase (PPDK), glutamina sintetase (GS) e
ferredoxina-glutamato sintase (Fd-GOGAT) (Sakakibara et al., 1992; Sugihato et., al 1990).
A rubisco, a PEPC e a PPDK sdo enzimas chave no processo de fixagdo de CO2 em plantas
tipo C4 e a GS e Fd-GOGAT formam a principal rota de assimilacdo primaria de amdnio em
aminoacidos. Em células de plantas superiores, GS é uma proteina octamérica (350kDa) que
apresenta duas formas: GS1 localizada no citoplasma com maltiplas isoformas, e GS2
(cloroplastica).

Nos ultimos anos, tem se tornado evidente que as isoenzimas da GS executam funcbes
bastante distintas no metabolismo do nitrogénio (Lam et al., 1996). Em cotilédones de
rabanete, a concentracdo de GS1 aumenta enquanto a concentracdo de GS2 diminui quando
as plantas entram em senescéncia pela auséncia de luz (Kawakami e Watanabe, 1988). Este
incremento observado na concentracdo de GS1, acontece em resposta ao aumento na
quantidade de aménio que fica disponivel para ser transportado para os tecidos em
crescimento quando as proteinas dos tecidos mais velhos entram em degradacdo. Em plantas
transgénicas de tabaco, GS1 é expressa no floema e é responsavel pela sintese de glutamina
que sera transportada para tecidos jovens, enquanto, a GS2 € responsavel pela assimilagcdo
primaria do amdnio derivado da reducdo do nitrato ou liberado durante o processo de
fotorespiracdo (Edwards et al., 1990). J4 em plantas de arroz, quando as folhas entram em
senescéncia, a atividade total da GS decresce porque a concentracdo da GS2 diminui
enquanto a da GS1 permanece constante por varias semanas. Durante este processo de
intensa degradacéo protéica nas folhas, o papel da GS1 é sintetizar glutamina que sera
carreada no floema até os grdos em enchimento (Kamachi et al., 1991). Em experimentos
preliminares, utilizando 6 gendtipos de milho, previamente classificados como eficientes e
ineficientes pelo Programa de Melhoramento de Milho do CNPMS/EMBRAPA, notou-se
que 0s materiais que aparentemente tinham alta eficiéncia na utilizacdo de nitrogénio quando
cultivados em concentracdes mais baixas 1.6mM NOsz- apresentavam concentragdes mais
altas de GS2 que GS1, engquanto gendtipos supostamente ineficientes, apresentavam maiores



concentragdes de GS1 do que GS2 (Purcino et al., 1992). Em trabalhos mais recentes, foi
demonstrado, que genotipos de milho crescidos em meio com alta e baixa concentracdo de
nitrogénio sempre tinham mais GS2 do que GS1 e sob estas circunstancias, a média da razdo
da concentragéo das isoformas GS1/GS2 era menor para as plantas cultivadas sob baixa
concentragéo de nitrogénio quando comparadas com aquelas plantas crescidas sob alta
concentragé@o de nitrogénio. A partir destes resultados, postulou-se que GS pudesse ser
utilizada como um marcador enzimatico para discriminacdo de genétipos de milho quanto a
eficiéncia no uso de N. Neste estudo, GSs de gendtipos contrastantes foram caracterizadas
quanto a atividade biosintética, atividade em gel nativo e Western blots com a finalidade de
testar esta hipotese.

MATERIAL E METODOS

Os genotipos

Os oito gendtipos utilizados neste estudo foram previamente classificados como eficientes ou
ineficientes na utilizacdo de nitrogénio. Os gendtipos foram selecionados em condi¢des de
campo usando dois niveis de adubacdo com nitrogénio (30 Kg N/ha e 130 Kg N/ha). O
grupo de geno6tipos era composto por dois hibridos simples e duas linhagens para cada grupo
segundo a eficiéncia na utilizagéo de nitrogénio (tabela 1).

Tabela 1. Gendtipos de milho eficientes e ineficientes na utilizagdo de nitrogénio.

Eficiente Ineficienie
HS 723 x & HS 723 ¥ 11
HS 724 % 22 HS 20X 64
LOAS 227 1 LCMS 22102
LIS 222 1 LCMS 22172

HS Hibrido simples

L Linhagens

Material e condigdes de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo sob condi¢des naturais de luminosidade.
Quarenta e duas sementes de cada gendtipo foram plantadas em potes de vermiculita com
dois tratamentos distintos (1.6mM e 16mM de NOs-). Apds germinacdo, cada pote foi regado
em dias alternados com 200 ml de solucéo nutritiva de Hoagland (Arnon e Hoagland, 1940).

Extracéo da Glutamina sintetase

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 tampé&o de extracdo também congelado contendo [(100mM tampdo fosfato
de potassio (pH 7.5), 500mM MgClz, 100mM &cido etilenodiaminotetracidico (EDTA), 200mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 500Mm (DTT) e 10% de p/v (PVPP)]. Os homogenatos
foram centrifugados a 14000 RPM durante 30 minutos a 4oC e 0s sobrenadantes contendo GS
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
Os polipeptideos (GS1) citosélico e (GS2) cloroplastico de GS foram fracionados por



SDS-PAGE de acordo com Laemmli (1970) utilizando o sistema de minigel da Bio-Rad
Laboratories. Quinze uug de proteina total proveniente do sobrenadante dos diferentes
genotipos foram carregadas em cada pogo de um gel empilhador 4% (P/V). A separacdo dos
polipeptideos foi obtida em gel separador 10% (P/V) a 120 V durante 75 minutos. Qito géis
de poliacrilamida foram preparados cada um contendo triplicatas de cada genotipo cultivado
sob alta e baixa concentracdo de nitrogénio. Apds eletroforese, as proteinas separadas foram
coradas em Coomassie Brilliant Blue ou transferidas para membrana de nitrocelulose para
analises de Western blot.

Géis de poliacrilamida ndo desnaturantes

As isoformas de GS também foram separadas eletroforeticamente em gel de poliacrilamida
nao desnaturantes utilizando o mesmo sistema descrito acima. 15uug de proteina total dos
diferentes genotipos foram carregadas em cada po¢o do gel. A separacdo das proteinas foi
alcancada em géis de poliacrilamida 8% a 200 V durante 90 minutos a 40C. Ap06s
eletroforese, as proteinas separadas foram também coradas em Coomassie Brilliant Blue ou
transferidas para membrana de nitrocelulose para analises de Western blot

Andlises de Western blot

As proteinas separadas por eletroforese desnaturante e ndo desnaturante foram transferidas
para membrana de PVDF com poros de 0.45uum a 15 V constantes durante 45 minutos para
SDS-PAGE e 60 minutos para gel nativo, utilizando o sistema semi seco da Bio-Rad de
acordo com instrucGes do fabricante. As membranas de PVDF contendo as isoformas de GS1
e GS2 foram incubadas a temperatura ambiente por 12 horas e sondadas com anticorpos
policlonais especificos contra GS1 e GS2 (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 revelagdo das bandas foi obtida com
4-cloro-1-naftol .

Ensaios da atividade enzimatica

A atividade da GS dos diferentes gendtipos cultivados sob alta e baixa concentrago de nitrogénio
foi determinada pelo ensaio biosintético que se baseia na sintese de glutamil hidroxamato
(Metzler, 1977). Trezentos pul de proteina total foram incubados com a solucéo de mistura de
reacdo contendo (250mM tampéo Tris-acetato + glutamina pH 7.5, 1M hidroxilamina, 5mM
(ADP), 50mM cloreto de manganés e 1M arseniato de sodio) a 30.C durante 30 minutos. A
reacdo enzimatica foi entdo interrompida com a adigdo da solugéo de cloreto férrico contendo
0.67M de HCI, 0.20M de TCA e 0.3M FeCls, centrifugada e aliquotas de 1ml foram lidas em
espectrofotbmetro a 540nm.

A atividade de GS foi também medida diretamente em géis ndo desnaturantes de poliacrilamida
(Barrat, 1980). Neste procedimento, apés a eletroforese, o gel foi imerso na mesma solugéo de
mistura descrita anteriormente e entdo incubado a 300C durante 30 minutos. A reacdo enzimatica
foi interrompida utilizando solugdo de cloreto ferrico e atividade da enzima foi evidenciada como
bandas de coloragdo marrom escuro que foram imediatamente fotografadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A atividade total de GS obtida por de ensaios biosintéticos, utilizando extrato protéico de

folhas, demonstrou que os genotipos 723x64 e CMS28-7.1 de milho eficientes na utilizacdo
de nitrogénio exibiram uma mudanca significativa da atividade total variando de 0.16 a



0.34 p moles GHA g-1 peso fresco minuto-1 para o primeiro e de 0.22 a 0.36 umoles GHA g-1
peso fresco minuto-1 para o segundo quando cultivados em concentracdes de 1.6mM e
16mM de nitrato respectivamente. Ao contrario destes, o genotipo eficiente CMS 28 8.1
exibiu apenas uma pequena mudanca de atividade variando de 0.29 a 0.34 umoles GHA g-1
peso fresco minuto-ienquanto o genotipo eficiente 723x64 praticamente ndo mostrou
nenhuma variacéo de atividade sob as mesmas condi¢des de concentracdo de nitrato. Por
outro lado, somente uma variagdo minima de atividade de 0.28 a 0.30 umoles GHA g-1 peso
fresco minuto-1 foi observada para o gen6tipo ineficiente 723x11 enquanto os outros
gendtipos ineficientes CMS 28 10.2, CMS 28 17.2 e 20x64 ndo mostraram nenhuma variacéo
de atividade quando cultivados sob a mesmas condi¢des descritas acima. Paralelamente, 0s
genotipos eficientes e ineficientes apresentaram sempre uma maior concentragao de proteina
e de peso seco total quando cultivadas sob alta concentracdo de NOs-.

A atividade de GS observada em géis nativos, contendo a mesma concentracdo de proteina
total demonstraram claramente um polimorfismo com varia¢do de mobilidade e intensidade
das bandas da isoforma GS1 em todos 0s gen6tipos quando cultivados em regimes distintos
de NOs-. Estes resultados, estdo em concordancia com os dados de atividade total
apresentados pelos ensaios biosintéticos.

Andlise de Western blot de géis desnaturantes demonstraram que 0s gendtipos cultivados
tanto em alta quanto em baixa concentracdo de NOs- tenderam a apresentar bandas de GS2
mais intensas do que GS1. Western blot de membranas de géis nativos demonstraram a
presenca de uma Unica banda, quando sondado com anti GS2 e pelo menos quatro bandas
quando sondado com anticorpo anti-GS1. Este resultado, esta em concordancia com os
dados apresentados na literatura.

CONCLUSAO

Até o presente momento, os dados obtidos em relacdo a atividade total de GS para genotipos
de milho cultivados em condic6es de alta e baixa concentracdo de NOs- pelo ensaio
biosintético, atividade em géis ndo desnaturantes e Western blot sdo indicativos, mas ndo
permitem concluir sobre a utilizacdo de GS como um possivel marcador molecular para
discriminagdo de gendtipos de milho contrastante no uso de nitrogénio. A confirmagéo da
variacdo na relacdo de concentracdo das isoformas GS1/GS2 entre gen6tipos contrastantes
na utilizagdo de nitrogénio, sera feita por analises densitométricas das membranas de
Western blot ja obtidas.
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