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Trabalhos conduzidos no Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo
mostraram que tanto a expressdo da proteina PEPC quanto a atividade das suas formas
fosforilada e desfosforilada séo bastante responsivas ao nitrogénio. Entretanto, observou-se
que a intensidade desta resposta era especifica para cada genotipo. Observou-se nestes
trabalhos que a forma fosforilada dos gendtipos CMS 28-8.1, 723 x 64, CMS 28-10.2 e 723
x 11 foi altamente responsiva ao nitrogénio, enquanto que nos gendtipos CMS 28-7.1, 724 x
22, CMS 28-17.2 e principalmente no 20 x 64, esta responsividade foi muito menor. Como a
fosforilagcdo é o principal mecanismo pés-traducional a regular a atividade desta enzima, uma
pergunta torna-se obvia frente a estes resultados: seriam estas diferencas em responsividade
ao nitrogénio devido a diferencas na sequéncia de bases no motivo de fosforilagcdo do gene da
PEPC destes genotipos? Caso isto fosse verdadeiro, esta informacdo teria implicacdes
praticas, ja que isto possibilitaria a identificacdo de marcadores de DNA, que poderiam ser
Uteis em programas visando a producdo de novos genétipos de milho com maior atividade da
PEPC e, consequentemente, maior capacidade fotossintética e eficiéncia de uso de N (EUN).
Portanto, o objetivo deste trabalho foi tentar descobrir possiveis diferencas nas seqiiéncias
de bases nos motivos de fosforilacdo de gendtipos de milho cujas PEP-carboxilases
mostraram-se contratantes em resposta ao nitrogénio.

Material e Métodos

Os gendtipos 20x64 (pouco responsivo), CMS 8.1 (relativamente responsivo) e CMS 10.2
(altamente responsivo) foram cultivados em vasos com vermiculita até 21 DAG, recebendo
solucdo nutritiva completa com 0,8 ou 1,6 mM de nitrato. A extragdo do RNA total foi
realizada pelo protocolo de Thompson et al (1993). A producdo dos cDNAs foi feita
utilizando-se o SuperScripttm One-Step RT-PCR conforme instrugdes do fabricante (GIBCO
BRL) e primers especificos cobrindo uma parte do N-terminal da PEPC contendo o motivo
de fosforilagdo. As seqliéncias dos primers utilizados na reacdo de RT-PCR aparecem na
Tabela 1.



Primers Tm Sitio de restrigdo Segiibncia

Fl 55 Epnl FOCGETACCATGGCCGTCOACCAAGOCTC-3

Rl 55 Zhol FLTTOTCCTCGAGCCACTCOGC-S

F2 50 #hol SGCOAGTGOCTCOAGOACAAG.Y

R 50 Hind ITI SOGAAGCTTAAACAAGTCCATCCAATGGGCTGG-3
RIT 55 Epnl F-TTTGGTACCOGATGGAGCTOOCCACG-S’

RaT 55 Epnl F-TTTGGTACCACCTTTCTTGAGCTTGE- 37

* Tm :temperatura de anelamento o C

Tabela 1 - Primers utilizados para amplificacdo de fragmentos da C4-PEPC de milho

Os cDNAs amplificados foram purificados através do kit Nucleospin Extraction (Clontech),
clonados no vetor de expressao pT-Adv e transformados em E. coli TOP 10F". A selecédo
dos clones positivos foi feita em meio contendo antibiotico, X-Gal e IPTG. As coldnias
brancas selecionadas foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial e, para confirmar a
presenca de inserto, os plasmideos foram digeridos com a enzima de restricdo EcoRI . Os
clones mostrando a presenca do inserto foram sequenciados no ABI PRISM 377 DNA
Sequencer, conforme o protocolo desenvolvido pelo fabricante (Perkin Elmer).

Resultados

A Figura 1 mostra a qualidade dos RNA totais obtidos de cada material experimental
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Figura 1 - Eletroforese dos RNAs totais (1 ng) extraidos de genotipos de milho com resposta
diferencial da C4-PEPC para niveis de nitrogénio.




Nos primeiros experimentos tentou-se amplificar o fragmento inteiro da isoforma C4 da
PEPC (6,7 Kb), a partir do RNA total, usando os primers F1 e R2 (Tabela 1) conforme o
esquema da Figura 2
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Figura 2 - Fragmentos da PEPC que foram amplificados utilizando os primers indicados pelas
setas e listados na Tabela 1

Os resultados nao foram satisfatdrios, pois a Taq polimerase usada amplificava somente
fragmentos de até 5 kb. Portanto, passou-se a usar combinacdes de primers de regides
especificas da PEPC para amplificar separadamente fragmentos menores da regido N-terminal
que contem o motivo de fosforilagcdo. Para tanto, utilizou-se os primers F1 x R1, F1 x R1T e
F1 x R2T conforme a Figura 2. Os resultados apresentados na Figura 3 demonstraram que é
possivel amplificar estes fragmentos da PEPC, utilizando a temperatura de 500 C para
anelamento dos primers. O sequenciamento dos fragmentos obtidos a partir dos clones
positivos aparecem na Tabela 2. O dominio de fosforilacdo da PEPC em plantas possui a
seguinte seqiiéncia: E/DR/KxxSIDAQL/MR (glutamato/aspartato/arginina/lisina/xx/serina/
isoleucina/

/aspartato/alanina/glutamina/leucina/metionina/arginina (Lepeniec et al., 1994). O sitio de
fosforilac&o é o residuo de serina. A PEPC no seu estado fosforilado é menos sensivel &
inibicdo por malato e, portanto, apresenta uma atividade mais alta que sua forma
desfosforilada. Como a sequéncia de fosforilagdo EKHHSIDAQLR mostrou-se conservada
em todos clones sequenciados, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as
diferencas em responsividade ao nitrogénio, observadas na C4-PEPC extraida das folhas dos
gendtipos utilizados neste trabalho, ndo sdo devidas a diferengas na seqiiéncia de bases no
motivo de fosforilacdo do gene C4-pepc.Portanto, a responsividade da atividade da PEPC ao
nitrogénio nestes genotipos é regulada pela expressdo da proteina PEPC e ndo por
diferencas na sequiéncia de base deste gene.

Agradecimentos

Os autores agradecem a Edna P.P Pinho pela assisténcia laboratorial e a FAPEMIG, processo
CAG 965/97, pelo apoio financeiro.

Literatura citada

Thompson et al. 1983. Planta 158:487-500



Lepeniec et al., 1994. Plant Sci. 99: 111-124

F1XERIT F1 X R2T

lEh
ChIZ10.2
CIS 20 x 64
ChLIZ 102
CIE 20 x 64

CMIE]

o0
W
=
[

200 ph

Figura 3 - Amplificagdo dos fragmentos F1 x R1T e F1 x R2T contendo o motivo de
fosforilagcdo da PEPC.

Gendtipo 10.2 Primer FIR1T
Clone 1 - MASTKAPGPGEKHHSIDAQLRQLVPGKVSEDDKLIEYDALLVDR
Clone 2 - MASTKAPGPGEKHHSIDAQLRQLVPGKVSEDDKLIEYDALLVDR
Clone 3 - MASTKAPGPGEKHHSIDAQLRQLVPGKVSEDDKLIEYDALLVDR
Gendétipo 10.2 Primer F1IR2T
Clonel- MASTKAPGPGEKHHSIDAQLRQLVPGKVSEDDKLIEYDALLVDR

Clone2- MASTKAPGPGEKHHSIDAQLRQLVPGKVSEDDKLIEYDALLVDR

Genétipo 20 x 64 Primer FIR1T
Clone 1 - MASTKAPGPGEKHHSIDAQLRQLVPGKVSEDDKLIEYDALLVDR

Clone 2 - MASTKAPGPGEKHHSIDAQLRQLVPGKVSEDDKLIEYDALLVDR

Gendtipo 8.1 Primer F1R1



Clone 1 - MASTKAPGPGEKHHSIDAQLRQLVPGKVSEDDKLIEYDALLVDR

Tabela 2 - Alinhamento das sequiéncias contendo o motivo de fosforilagdo (em vermelho) da
PEPC nos genotipos
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