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RESUMO: A lisina é um aminoacido essencial cuja via de biossintese faz parte da via metabdlica do &cido
aspértico, pela qual sdo também sintetizados os aminoé&cidos treonina, metionina e isoleucina. Além disso, a
lisina é o principal aminoacido limitante em todos os cereais e por cerca de 30 anos a via do 4cido aspartico
tem sido estudada em plantas, com o intuito de desvendar e caracterizar os principais pontos chave na regulacao
das vias de biossintese desses aminoacidos. Duas etapas distintas, uma primeira originada a partir do
desenvolvimento da cultura de tecidos (anos 70-80) e a segunda a partir do desenvolvimento de técnicas para
a transformacéo de plantas (anos 90), permitiram que mutantes bioquimicos e plantas trangénicas fossem
produzidos com altera¢Bes especificas em passos metabdlicos chave, levando a superproducéo e acimulo de
treonina em vérios tecidos das plantas. Entretanto, a acumulacéo de lisina em sementes ndo foi obtida. Tal
fato, associado a estudos bioquimicos da via de degradacéo da lisina em cereais e em leguminosas, indicou
que a manipulacdo da degradacéo seria tdo ou mais importante que a manipulacdo da biossintese de lisina
para o acimulo deste aminoacido em sementes dos cereais . Em milho, o uso e estudo de outros mutantes
tais como o opaco-2 e variedades QPM (Quality Protein Maize) contribuiram significativamente para a
compreensdo dos eventos regulatorios. As estratégias para a obtencdo de materiais ricos em lisina e sua
relevincia & manipulacdo de outros aminoacidos séo revisados.
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MANIPULATING CEREAL CROPS FOR HIGH
LYSINE ACCUMULATION IN SEEDS

ABSTRACT: The nutrition value of a protein is directly related to its amino acid composition. Some of these
amino acids, termed essential amino acids, cannot be synthesized by humans and therefore must be supplied
in the diet for adults and in particular for infants and children. Lysine is an essential amino acid synthesized via
the aspartic acid metabolic pathway, in which threonine, methionine and isoleucine are also endproducts.
Moreover, lysine is the first limiting amino acid in all cereal grains. For over 30 years, the aspartic acid metabolic
pathway has been studied in higher plants with the aim of identifying and characterizing the key regulatory
points controlling the biosynthetic pathway. Two clear distinct time periods, one begining with the development
of tissue culture techniques (1970-80's) and the second with the development of plant transformation techniques
(90's), has encouraged the production of biochemical mutants and transgenic plants with specific alterations in
key enzymes of the pathway, leading to the overproduction and accumulation of threonine in all plant tissues.
However, the accumulation of lysine in seeds has been particularly difficult to achieve. Such an observation,
associated with the recent biochemical studies on lysine degradation in cereal and legume plant species, has
indicated that the manipulation of lysine degradation is as important as the manipulation of lysine synthesis, if
the goal of accumulating this amino acid in cereal seeds is to be achieved. In maize, the study and use of other
mutants such as the opaque-2 and QPM (Quality Protein Maize) varieties, has contributed significantly to our
understanding of the regulatory aspects of the aspartate pathway. The strategies of obtaining cereals rich in
lysine and their relevance to the manipulation of other amino acids have been discussed.
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Aminoacidos, proteinas e nutrigdo

O valor nutritivo de uma proteina esta estreitamente
relacionado a propor¢éo de aminoécidos que a compdem.
Alguns destes devem ser fornecidos por meio da dieta aos
organismos adultos, aos jovens em crescimento ou a
ambos, uma vez ndo tém a capacidade de sintetiza-los.
Para o ser humano adulto, séo essenciais 0s seguintes
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aminocidos: isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptofano, enquanto para criancgas,
além destes é necessaria a histidina, existindo algumas
evidéncias de que também o seja para o individuo adulto
(Lajolo & Tirapegui, 1998). As quantidades relativas de
aminoacidos presentes nas proteinas ingeridas devem ser
proximas aos requerimentos do organismo em questéo. Por
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outro lado, quando a ingestdo de carboidratos é baixa, a
guantidade de proteina utilizada pelo organismo para fins
anabdlicos reduz-se, sendo desviada para a producédo de
energia. Torna-se relevante portanto, integrar as informacdes
relativas a qualidade e quantidade da proteina ingerida com
as do valor energético total da dieta (Angelis, 1986).

As proteinas da dieta devem ter uma composicéo
adequada para que substituam satisfatoriamente as
proteinas degradadas no catabolismo. Entretanto, com
exce¢do do leite materno para os recém nascidos, 0s
demais alimentos séo relativamente incompletos para
satisfazer as necessidades nutricionais da espécie
humana. Em geral, as proteinas de origem animal tém
valor biolégico mais elevado que as de origem vegetal e
ainda, a digestibilidade das proteinas vegetais é baixa,
guando comparada as de origem animal (Sgarbieri, 1987).

Em termos protéicos, entretanto, ndo sé a falta,
mas também o excesso de um ou mais aminoacidos pode
ser prejudicial. Assim, o valor de uma proteina pode ser
limitado n&o apenas por deficiéncias de aminoacidos como
pelo excesso, parecendo ser esse o caso do milho que
tem elevado valor de leucina (Oliveira et al., 1982).

Entre os casos patoldgicos por desequilibrio de
aminoécidos cita-se na literatura clinica infantil, correlacéo
com distarbios mentais (fenilalanina, histidina, valina)
assim como altera¢Ges morfolégicas no sistema nervoso
0s quais estariam associados a deficiéncias protéicas. A
falta de lisina e triptofano, associada ao excesso de leucina
(proteina do milho comum) proporciona crescimento mais
lento em ratos quando comparado ao milho comum
suplementado com os aminoacidos limitantes lisina e
triptofano até o teor contido no milho opaco-2. Contudo,
a dieta com proteinas do milho comum adicionada destes
suplementos néo atinge o nivel de crescimento dos
animais alimentados com a prépria variedade de milho
opaco-2. Além do mais, quando o milho opaco-2 é
suplementado com leucina no nivel presente em milho
comum, o ritmo de crescimento dos animais diminui até o
nivel do milho comum suplementado com lisina e
triptofano, indicando que o excesso de leucina € prejudicial
ao crescimento (Angelis, 1986).

A combinagao de alimentos especificos também
pode contribuir para que a mistura de suas proteinas numa
mesma refeicdo faca com que as deficiéncias de
aminoacidos em uma delas seja complementada pelos
excessos destes em outras, obtendo-se eventualmente um
valor nutritivo superior ao de cada integrante,
isoladamente. Neste sentido, pode-se combinar cereais,
deficientes em lisina (mais treonina ou triptofano) e
excesso de sulfurados, com leguminosas, deficientes em
sulfurados, mas contendo excesso de lisina. Por outro
lado, cerca de dois ter¢os da populagdo mundial ainda
utilizam essencialmente arroz, milho, trigo e mandioca
como fonte principal de proteinas, sendo aquela de origem
animal ainda limitada.

No caso de animais ruminantes, por serem
poligéstricos, as diferentes fontes protéicas apresentam
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valor biolégico equivalente, pois ap0s a ingestédo e
fermentagao irdo formar as proteinas dos microrganismos
as quais sdo, de fato, a fonte protéica para o animal.

Finalmente, o valor biolégico de uma proteina
também ¢é afetado pelo método de preparacdo dos
alimentos sendo a lisina bastante comprometida nas
reacdes que ocorrem entre as fun¢des redutoras dos
glicidios e os grupos -NH, das proteinas. De fato,
principalmente em alimentos de origem vegetal, ocorrem
interagdes que podem diminuir a digestibilidade de suas
proteinas bem como sua biodisponibilidade. Isto deve-se
a presenca nesses alimentos de substancias fendlicas e
substancias aldeidicas e cet6nicas (acucares
redutores, produtos de degradacdo de &cidos graxos
insaturados).

As proteinas destacam-se na hierarquia
bioquimica que mantém a homeostase do organismo vivo,
nao apenas por suas funcdes de sustentagdo de 6rgaos
e tecidos, como por sua atuacdo como horménios
protéicos e enzimas, relacionadas a quase todas as etapas
do metabolismo. Assim, entre 0s grupos de substancias
associados a alimentacdo e nutricdo, a caréncia de
proteinas reflete-se mais intensamente sobre o equilibrio
dindmico do metabolismo que outros grupos integrantes
da alimentacdo de seres humanos e animais. Isto torna-
se mais evidente em estados de caréncia, que persistindo
por certo periodo compromete o individuo levando a danos
irreversiveis (Angelis, 1986; Azevedo et al., 1997).

Nesse contexto, destaca-se a importancia de se
obter, via melhoramento genético, cereais com contetido
de aminoacidos mais adequados aos requisitos nutricionais
da espécie humana.

Regulagao da biossintese de lisina

A regulacéo da biossintese de alguns aminoéacidos
por retro-inibicdo tem sido demonstrada previamente em
bactérias e plantas superiores (Lea et al., 1992). Os
aminoacidos essenciais lisina, treonina, metionina e
isoleucina s&o sintetizados em uma mesma via metabdlica
a partir de um precursor comum, o acido aspartico
(Azevedo et al., 1997). A deficiéncia dos cereais,
primariamente em lisina e em escala menor, em outros
aminodcidos, é fator extremamente preocupante visto que
este grupo vegetal representa cerca de 70% da matéria
seca produzida e cerca de 73% da proteina vegetal
consumida, tanto na alimenta¢cdo humana como na
alimentacdo animal (FAO, 1991). Estudos bioguimicos,
genéticos e moleculares contribuiram consideravelmente
para o conhecimento dos aspectos regulatérios da via do
acido aspértico (Figura 1), mostrando que as enzimas
chave sdo positiva ou negativamente reguladas por
retroinibicéo (Azevedo et al., 1997). Dentre estas enzimas,
0s papéis da aspartato quinase (AK), homoserina
desidrogenase (HSDH) e dihidrodipicolinato sintase
(DHDPS) foram investigados em detalhes e mostraram ser
0s principais pontos de controle de fluxo de carbono da
via.
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Figura 1 - Vias do éacido aspartico e de degradagdo da lisina em

plantas superiores. Os pontos regulatérios estéo indica
dos como (-) para retro-inibicdo ou represséo e (+) para
ativacdo enzimatica. AKIl e AKIIl, isoenzimas da
aspartato quinase sensiveis a inibicdo por retro-inibicdo
pela lisina e SAM + lisina; AKI-HSDHI, isoenzima
bifuncional da aspartato quinase-homoserina
desidrogenase sensivel a treonina em ambos dominios
cataliticos; DHDPS, dihidrodipicolinato sintase sensivel
a lisina; CS, cistationina g-sintase reprimida por SAM;
TS, treonina sintase ativada por SAM; TDH, treonina
desidratase sensivel a inibigdo por isoleucina; LOR-SDH,
enzima bifuncional lisina 2-oxoglutarato redutase-
sacaropina desidrogenase.

A primeira enzima da via, a AK, que converte 0
acido aspéartico em b-aspartil fosfato, foi bem
caracterizada em plantas superiores, incluindo arroz,
cevada, milho e tabaco (Azevedo et al., 1992a; Frankard
et al., 1992; Lea et al., 1992; Teixeira et al., 1998). Duas
classes de isoenzimas da AK que podem ser inibidas por
lisina ou por treonina foram observadas em plantas
(Azevedo et al., 1992a; Lea et al., 1992; Heremans &
Jacobs, 1995; Teixeira et al., 1998). Estudos bioquimicos
com mutantes tém mostrado que até duas isoenzimas
sensiveis a lisina podem estar presentes (Azevedo et al.,
1997). A sensibilidade a lisina é sinergisticamente
aumentada na presenca de S-adenosylmetionina (SAM)
(Rognes et al., 1980) que pode também sozinha inibir a
atividade da AK ou até, curiosamente, estimular a
atividade da AK de Arabidopsis em concentra¢des mais
altas (Heremans & Jacobs, 1995). A isoenzima da AK
sensivel a inibicdo pela treonina normalmente nédo € a
forma predominante com excecdo apenas de Coix
lacryma-jobi e de soja (Matthews & Widholm, 1979; Lugli
& Azevedo, 1999).
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Apesar do avanco dos estudos bioquimicos,
apenas recentemente a clonagem de genes que codificam
as isoenzimas da AK foi relatada (Azevedo et al., 1997).
Um clone de cDNA que codifica uma AK monofuncional de
Arabidopsis sensivel a lisina foi isolado por dois grupos
separadamente (Frankard et al., 1997; Tang et al., 1997).
A analise molecular evidenciou uma alta expressdo em
folhas e 6rgéos florais (Tang et al., 1997). No caso de milho,
0 gene ask1 que codifica uma AK monofuncional sensivel
a lisina foi mapeado no cromossomo 7 estando ligado ao
gene opaco-2 (Azevedo et al., 1990).

Um aspecto dos estudos regulatérios para AK e
gue vem causando controvérsia é um possivel papel
regulatério do célcio e da calmodulina. O Ca* é conhecido
por modular a atividade de varias enzimas (Pandey &
Sopory, 1998) sendo também um importante mensageiro
em transducdo de sinal em plantas (Snedden & Fromm,
1998). A calmodulina é um importante componente na
regulacdo de complexos de quinases interagindo com
varios tipos de moléculas efetoras (Soderling, 1999). Alguns
trabalhos tém sugerido a estimulagdo das isoenzimas de
AK por Ca** e a participacéo da calmodulina como uma das
subunidades da holoenzima (Kochhar et al., 1998). Por
outro lado, varios outros trabalhos ndo encontraram
qualquer evidéncia para apoiar tal papel regulatério para o
Ca” ou para a calmodulina (Bonner et al., 1986; Azevedo
et al., 1992c; Lugli et al., 2000).

A enzima HSDH, que catalisa a reducdo do
aspartato semialdeido em homoserina, esta presente em
plantas na forma de isoenzimas, uma resistente (HSDH-
R) a inibicdo pela treonina e a outra sensivel (HSDH-S)
(Azevedo et al., 1997). Por meio de andlises bioquimicas
e moleculares, observou-se que a isoenzima sensivel a
treonina € na realidade parte de um polipeptideo bifuncional
gue contém também a atividade de AK sensivel a treonina
(Wilson & Gray, 1991; Azevedo et al., 1992b). Desde entéo,
a existéncia deste polipeptideo foi observada em todas as
espécies estudadas (Azevedo et al., 1997). Genes que
codificam para a enzima bifuncional AK-HSDH tém sido
isolados e estudados em vérias espécies de plantas
(Azevedo et al., 1997). A expressdo do gene que codifica
a AK-HSDH de tabaco mostrou estar sujeita a regulagéo
espacial e temporal em tecidos vegetativos, flores e
sementes em desenvolvimento (Zhu-Shimoni et al., 1997).

No ramo da via do acido aspértico que leva a
biossintese de lisina, a enzima DHDPS, que catalisa a fuséo
do piruvato e aspartato semialdeido em dihidrodipicolinato,
apresenta papel chave na regulacéo, tendo sido purificada
e caracterizada em vérias espécies de plantas (Azevedo et
al., 1997) ocorrendo em apenas uma forma, fortemente
inibida por baixas concentra¢fes de lisina (Wallsgrove &
Mazelis, 1981). Clones de cDNA codificando DHDPS foram
isolados de varias espécies de plantas (Azevedo et al., 1997).
O gene da DHDPS de milho foi submetido a mutagénese
dirigida e mostrou que substitui¢des simples de aminoacidos
nas posicdes 157, 162 e 166 eliminaram a sensibilidade
da enzima a inibi¢&o pela lisina (Shaver et al., 1996).
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Regulacao da degradacéo de lisina

O catabolismo da lisina foi pela primeira vez
demonstrado em plantas em experimentos utilizando lisina-
C" com a radioatividade sendo incorporada ao
aminoadipico semialdeido e ao glutamato, indicando a
degradacé&o da lisina via sacaropina (Figura 1) (Brandt,
1975; Sodek & Wilson, 1970).

Apesar dos avancos nos estudos da biossintese
de lisina, pouco ainda é conhecido do seu catabolismo.
Estudos recentes tém fortemente indicado que o
catabolismo da lisina tem um papel importante na
acumulacé@o deste aminoacido em sementes. Em milho,
0s primeiros estudos com enzimas do catabolismo da lisina
sugeriram que o catabolismo é um dos mecanismos que
controlam a concentracéo da lisina soltvel no endosperma
(Arruda et al., 1982). A quantidade de lisina que é
translocada para o endosperma em desenvolvimento, para
a sintese de proteinas de reserva é 2-3 vezes mais alta
do que seria necessaria (Arruda & da Silva, 1983).
Consequentemente, seria esperado que houvesse
acumulo de lisina. Contudo, este néo foi o caso, pois a
concentracdo de lisina durante o desenvolvimento do
endosperma manteve-se baixa, provavelmente para nao
inibir a AK e consegiientemente a biossintese de metionina
(Figura 1).

O catabolismo da lisina € regulado pela acdo de
duas enzimas: a lisina 2-oxoglutarato redutase (LOR)
(também denominada lisina a-cetoglutarato redutase,
LKR), que condensa a lisina e o 2-oxoglutarato a
sacaropina, e a sacaropina desidrogenase (SDH), que
catalisa a hidrélise da sacaropina em aminoadipico
semialdeido e glutamato. Estas enzimas tém sido isoladas
e caracterizadas em detalhe em milho (Gongalves-Butruille
et al., 1996), arroz (Gaziola et al., 1997) e feijdo (Lima,
1999). De forma similar ao observado em mamiferos, as
atividades da LOR e SDH também fazem parte de um
mesmo polipeptideo bifuncional (Gongalves-Butruille et al.,
1996; Gaziola et al., 1997; Tang et al., 1997; Lima, 1999).
No caso de cereais, LOR e SDH mostraram ser
especificas do endosperma, apresentando massas
moleculares da holoenzima entre 200 e 260
kDa (Goncalves-Butruille et al., 1996; Gaziola et al.,
1997).

Recentemente também foi demonstrado em
plantas que as atividades de LOR-SDH sdo afetadas
diferentemente por Ca*, forga iénica e fosforilagéo
(Karchi et al., 1995; Miron et al., 1997; Kemper et al.,
1998; Gaziola et al., 2000). A atividade de LOR de
milho mostrou ser modulada por Ca* enquanto que a
atividade de SDH néo o foi (Kemper et al., 1998). O
aumento de atividade de LOR dependente de Ca*
pode ser inibido por EGTA e antagonistas de
calmodulina, contudo néo foi observada a ligacao de
calmodulina no dominio LOR (Kemper et al., 1998).
Estes resultados foram também observados para a
LOR-SDH de arroz (Gaziola et al., 2000). Também
para for¢a ibnica foi observado que a atividade de LOR
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foi estimulada, enquanto que a atividade de SDH
permaneceu inalterada, tanto em milho (Kemper et al.,
1998) como em arroz (Gaziola et al., 2000). No caso
das enzimas de tabaco e soja, a atividade de LOR
mostrou ser modulada por fosforilagdo, mas néo a
atividade de SDH (Karchi et al., 1995; Miron et al.,
1997). A autoregulacao por lisina e fosforilacdo da
atividade de LOR também foi observada em milho
(Kemper et al., 1999).

Sequéncias gendmicas e de cDNA de LOR-SDH
foram isoladas e revelaram um dominio amina
correspondente a LOR e um dominio carboxila para SDH
(Epelbaum et al., 1997). No caso de milho, a expressao
do gene ZLKRSDH mostrou-se reduzida em
aproximadamente 90% em sementes opaco-2 (Kemper et
al., 1999). A reducdo da atividade de LOR-SDH entre 2-
18 vezes em comparagao com o tipo normal, também foi
demonstrada no mutante opaco-2 e em tipos QPM (Quality
Protein Maize) (Brochetto-Braga et al., 1992; Gaziola et
al., 1999).

O efeito de um analogo de lisina, a
aminoetilcisteina (AEC), e da SAM foram testados na
atividade de LOR-SDH de arroz (Gaziola et al., 2000). A
AEC mostrou substituir a lisina como substrato da LOR,
mas menos efetivamente gque a lisina, ndo confirmando
resultados anteriores para a LOR de milho (Brochetto-
Braga et al., 1992). A AEC ainda foi capaz de inibir a
atividade de LOR, possivelmente refletindo uma
capacidade mais baixa de conversdo a sacaropina com a
AEC como substrato, comparado a lisina como substrato
(Gaziola et al., 2000). Como mencionado anteriormente,
a SAM inibe a AK sensivel a lisina, assim como estimula
a biossintese de treonina pela inducéo da atividade de
treonina sintase (TS) (Laber et al., 1999). Em arroz, foi
demonstrado que a SAM néo afeta as atividades de LOR-
SDH, indicando que apesar de atuar na regulacéo da
biossintese de lisina, a SAM ndo apresenta
nenhum aspecto regulatério no catabolismo (Gaziola et al.,
2000).

Mutantes bioquimicos e plantas transgénicas

Melhorar o valor nutritivo dos vegetais vem sendo,
h4 algum tempo, um ponto de consenso entre
pesquisadores. Muitas estratégias foram idealizadas com
0 intuito de produzir cereais com sementes acumulando
lisina. Quatro estratégias principais tém sido adotadas:
melhoramento genético convencional, identificagdo de
mutantes espontaneos em populagdes naturais, inducdo
de mutantes bioquimicos e producdo de plantas
transgénicas.

Pelo melhoramento genético convencional,
gendtipos de milho tém sido selecionados apresentando
variabilidade para a concentracdo de lisina (Paez et al.,
1969; Zuber et al., 1975; Moro et al., 1996). Esta
técnica, no entanto, € mais dificil que outras atualmente
disponiveis e requer um longo tempo para se atingir
algum progresso.
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O isolamento de mutantes naturais apresentou-se
como uma primeira alternativa de progresso significativo.
A identificagdo do mutante opaco-2 (02) de milho (Mertz
et al., 1964) e do mutante de cevada Hiproly (lys1) para
alta lisina (Munck, 1992) foi uma descoberta importante
que tragou rumos de pesquisas desde entdo. Contudo,
apos a euforia inicial devida & alta concentracéo de lisina
dos mutantes, seguiu-se um grande desapontamento pela
associacao nestes mutantes, de caracteristicas
agrondmicas indesejaveis como queda de producéo e alta
susceptibilidade a patégenos. Apesar disto, em anos
recentes, a descoberta de genes modificadores que
induzem mudancas pronunciadas no fenétipo do grao,
mantendo o valor nutritivo do opaco-2, foi um fato
marcante (Vasal, 1994). Os programas de melhoramento
resultaram na liberacao dos “Quality Protein Maize” (QPM)
que estéo disponiveis no mercado de sementes, tendo sua
area de produgdo aumentada nos Ultimos anos.

O extenso estudo enzimoldgico da via do &cido
aspaértico apresentou evidéncias diretas de regulagéo por
retro-inibicdo em seus passos chave. A possibilidade de
selecdo de mutantes bioquimicos caracterizou-se como
mais uma ferramenta importante a contribuir para o
entendimento da regulagédo da via. Varios estudos
demonstraram que estes mutantes apresentam enzimas
alteradas na sua sensibilidade a retro-inibicdo, podendo
exibir aumentos nos aminodcidos produtos-finais. Estes
mutantes foram obtidos pela utilizacdo de mutagénese de
sementes ou de células in vitro que foram
entdo submetidas ao processo de selecdo em meio
contendo esses aminoacidos ou seus analogos (Lea et al.,
1992).

Em milho, Hibberd & Green (1982) selecionaram
mutantes resistentes a inibi¢ao por lisina + treonina. Estes
mutantes apresentaram no endosperma altas
concentracdes de treonina, mas nao de lisina. Os genes
denominados de ask? e ask2 codificam isoenzimas da AK
sensiveis a lisina e que nestes mutantes estavam
insensiveis a inibicdo (Dotson et al., 1990). O duplo
mutante Askl/opaco-2 exibiu um efeito sinergistico no
aumento de treonina (144 vezes), na concentracdo
total de amino4cidos sollveis (3 vezes) e na
concentracdo das proteinas de reserva do endosperma
(Azevedo et al., 1990). Andlises posteriores sugeriram
que 0 gene opaco-2 possa ter um papel regulatério
sob o gene ask1 (Brennecke et al., 1996; Gaziola et al.,
1999).

Assim como no caso de milho, outros mutantes
em outras espécies demonstraram resultados similares
(Azevedo et al., 1997). Tais resultados sugeriram que o
ponto regulado pela DHDPS deveria ser fundamental para
0 acumulo de lisina nos mutantes, visto que esta enzima
também é inibida por lisina e que nos mutantes
permanecia sensivel. Desta forma, mutantes para a
DHDPS foram obtidos em algumas espécies, mas apesar
da enzima estar insensivel a inibi¢ao pela lisina, acimulo
deste amino&cido foi observado em folhas, mas n&o no

Scientia Agricola, v.58, n.1, p.205-211, jan./mar. 2001

endosperma (Frankard et al., 1992; Heremans & Jacobs,
1994; Azevedo & Arruda, 1995).

Baseado nesta idéia geral de selecionar mutantes
para a AK e a DHDPS e com o desenvolvimento das
técnicas de transformacdo, plantas trangénicas
expressando AK e DHDPS insensiveis a inibicdo pela lisina
foram produzidas inicialmente em tabaco (Shaul & Galili,
1992a; 1992b). Em um primeiro momento, uma AK
insensivel a inibicdo pela lisina de E. coli foi utilizada na
transformacao (Shaul & Galili, 1992a) e em outro grupo
de transformantes, a DHDPS de E. coli foi utilizada,
sendo esta, naturalmente, cerca de 50 vezes mais
resistente a inibicdo pela lisina (Shaul & Galili, 1992b).
Os resultados observados para tabaco foram idénticos
aqueles observados para os mutantes bioquimicos, ou
sejam, acumulo de treonina em todos os tecidos da
planta transformada com AK e acumulo de lisina nas
folhas de plantas transformadas com DHDPS.

Utilizando estratégia similar, obteve-se super-
producéo e acimulo de lisina em cevada (Brinch-Pedersen
et al., 1996), canola (Falco et al., 1995) e soja (Falco et
al., 1995). No caso de canola e soja, o0 acimulo de lisina
foi observado também em sementes assim como o de
4cido amino adipico em canola e de sacaropina em soja
(Falco et al., 1995).

Em geral, pode-se obter a super-producéo de
lisina pela alteracdo da sensibilidade da DHDPS a lisina
(Bittel et al., 1996), mas o aciumulo em sementes de
cereais parece depender de manipula¢gbes envolvendo
também a via de degradacao da lisina, via LOR e/ou SDH.
A favor desta hip6tese, destacam-se cinco aspectos
principais: (1) Todos os mutantes bioquimicos e plantas
transgénicas ndo apresentaram acumulo significativo de
lisina nas sementes, mas apenas em outros tecidos. (2)
Apenas em cereais as enzimas da degradacéo, LOR e
SDH, sao especificas do endosperma. (3) O mutante
opaco-2 de milho, que apresenta alta concentracdo de
lisina sollivel e protéica nas sementes, apresenta as
atividades de LOR e SDH muitas vezes reduzidas em
relagdo ao tipo selvagem (normal) (Brochetto-Braga et al.,
1992; Gaziola et al., 1999; Kemper et al., 1999). (4)
Constatou-se acimulo de intermediarios do catabolismo
de lisina nas sementes de soja e canola transgénicas
superprodutoras de lisina (Falco et al., 1995). (5) Entre os
cereais, apesar da concentracdo de lisina ainda ser abaixo
do recomendado pela FAO (1991), o arroz destaca-se por
apresentar uma concentracdo mais alta de lisina na
semente, 0 que pode ser explicado pelas constatacéo de
atividades mais baixas de LOR e SDH nesta planta
(Gaziola et al., 1997). Além disto, em feijao, as atividades
de LOR e SDH mostraram ser cerca de 10 vezes mais
baixas que no endosperma de milho (Lima, 1999).

Ao contrario do que ocorre com a lisina, a
superproducéo e acumulo de treonina podem ser obtidos
alterando-se apenas a AK, sugerindo que o controle da
concentracdo deste aminoacido, pela sua via de
degradacao, ndo é rigoroso.



210 Molina et al.

CONCLUSOES

Existem evidéncias substanciais de que a
enzima DHDPS exerce controle sobre a via de
biossintese da lisina em plantas superiores. Contudo,
ndo se tem obtido o seu acumulo em sementes de
cereais, muito provavelmente devido a inducdo de uma
via de degradacéo de lisina pela acdo das atividades da
LOR-SDH, que sé&o especificas da semente neste grupo
vegetal. A regulacdo desta via de degradacdo € um
processo dependente de modulacdo por calcio, for¢ca
idnica e fosforilagao/desfosforilacdo. Ainda permanece
em aberto a questdo da possibilidade desse mecanismo
ser controlado para permitir a produc¢do de culturas
contendo altas concentracdes de lisina na semente. Por
outro lado, as manipula¢des para o acimulo de lisina e
treonina em tecidos como folhas, possivelmente ainda
poderdo ser aplicadas a culturas utilizadas como
forrageiras.
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