Lysine metabolism in leguminous plants. Characterization of dihydrodipicolinate synthase enzymes in the model plant Medicago truncatula.
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Abstract

As the world faces more challenges linked to food security and environmental preservation, the specific characteristics of legumes (Fabaceae) make them important candidates to reach sustainable agriculture. Apart from their high protein content, legumes are relatively rich in the amino acid lysine. Lysine is referred to as an ‘essential’ amino acid, because it cannot be synthesized by humans or monogastric animals and is considered to be the most limiting dietary component in food and feed. In plants, lysine is produced by the aspartate metabolic pathway which also leads to the production of three other ‘essential’ amino acids: threonine, methionine and isoleucine. The biosynthesis of the different amino acids is tightly regulated; in case of lysine, mainly by feedback inhibition of the end product, lysine, on the first enzyme of the lysine-specific branch, dihydrodipicolinate synthase (DHDPS). Moreover, lysine metabolic enzymes have been associated with increased resistance to various stresses.
Despite extensive research carried out in other plant species, little is known about the regulation of the lysine biosynthesis pathway in leguminous plants. The pathway leading to lysine, and more specifically, the regulation of its key enzyme DHDPS was therefore investigated in the leguminous model plant Medicago truncatula. 

Four DHDPS isogenes were obtained in M. truncatula which were found to be expressed in an organ-specific manner. Two of the MtDHDPS isozymes (MtDHDPS2 and MtDHDPS3) displayed characteristics that have not yet been reported for other DHDPS enzymes derived from plants. The MtDHDPS2 mature protein, expressed in E. coli, has an increased tolerance to lysine inhibition, probably related to (some of the) observed amino acid changes on positions previously associated with feedback inhibition. MtDHDPS2 transcript level is highest in developing seeds and roots and available Medicago Gene Atlas (MtGEA) micro-array data show a strongly enhanced MtDHDPS2 gene expression in M. truncatula roots colonized with the mycorrhizal fungus Glomus intraradices. This suggests a possible role of MtDHDPS2 during mycorrhizal symbiotic interaction. 

On the other hand, the MtDHDPS3 protein displays a severely reduced activity that can probably be attributed to a change in one of its catalytic triad amino acid residues, essential for DHDPS catalytic activity. Moreover, the expression of the MtDHDPS3 isozyme in Arabidopsis thaliana results in high threonine levels, similar as observed in A. thaliana dhdps knock-out plants. The ability of MtDHDPS3 to interact with active DHDPS was confirmed in E. coli co-expression experiments, resulting in hetero-oligomers with an intermediate activity. Analysis of MtGEA micro-array data revealed high MtDHDPS3 RNA levels during infection with several necrotrophic fungi and upon inoculation with Sinorhizobium meliloti, as well as during salt stress. Notably, sequences similar to MtDHDPS2 and/or MtDHDPS3 are present in Lotus japonicus, Glycine max, Cajanus cajan and Phaseolus vulgaris, suggesting the existence of a specific conserved class of DHDPS genes within the Fabaceae family. 

Samenvatting
In het kader van voedselzekerheid en minder milieubelastende landbouw zijn vlinderbloemige gewassen (Fabaceae) van groot belang. Naast een hoog eiwitgehalte hebben vlinderbloemigen namelijk een relatief hoger gehalte lysine. Lysine wordt een ‘essentieel’ aminozuur genoemd omdat het niet door de mens zelf kan aangemaakt worden en wordt beschouwd als het meest beperkende aminozuur in voedsel- en voedergewassen. In planten wordt lysine geproduceerd via de aspartaat-metabolische weg, die eveneens instaat voor de aanmaak van drie andere ‘essentiële’ aminozuren: threonine, methionine en isoleucine. De productie van de verschillende aminozuren wordt strikt gereguleerd; in het geval van lysine gebeurt dit voornamelijk door feedback-inhibitie van het eindproduct lysine op de activiteit van het eerste enzym van de lysine-specifieke syntheseweg, dihydrodipicolinaat synthase (DHDPS). Enzymen van het lysinemetabolisme werden bovendien reeds geassocieerd met een verhoogde resistentie tegen verschillende stressfactoren. 
Hoewel de lysine biosyntheseweg reeds intensief bestudeerd werd in verschillende plantensoorten, is er nog steeds weinig gekend over de regulatie in Vlinderbloemigen. De syntheseweg van lysine, en meer specifiek de regulatie van het sleutelenzym DHDPS, werd daarom onderzocht in de vlinderbloemige modelplant Medicago truncatula.
Vier DHDPS isogenen werden in M. truncatula geïsoleerd die een orgaan-specifieke uitdrukking vertoonden. Twee van de MtDHDPS isozymen (MtDHDPS2 en MtDHDPS3) vertonen eigenschappen die nog niet eerder gerapporteerd werden voor andere DHDPS enzymen afkomstig van planten. Het MtDHDPS2 mature eiwit vertoont een toegenomen tolerantie voor lysine wanneer het wordt uitgedrukt in E. coli. Dit kan waarschijnlijk in verband gebracht worden met (enkele van) de aminozuurveranderingen die waargenomen werden op posities gerelateerd aan feedback inhibitie. Het MtDHDPS2 transcriptie niveau is het hoogst in ontwikkelende zaden en wortels en beschikbare micro-array data van de Medicago Gene Atlas (MtGEA) tonen een sterk toegenomen MtDHDPS2 genexpressie in M. truncatula wortels die gekoloniseerd zijn met de mycchoriza-schimmel Glomus intraradices. Dit wijst op een mogelijke rol van MtDHDPS2 tijdens symbiose met mycorrhiza.
Anderzijds heeft MtDHDPS3 een sterk verlaagde enzymatische activiteit, waarschijnlijk ten gevolge van de verandering van één van de aminozuren die essentieel is voor DHDPS katalytische activiteit. Bovendien leidt de uitdrukking van het MtDHDPS3 isozym in Arabidopsis thaliana tot een hoog threonine gehalte, vergelijkbaar met waarnemingen in A. thaliana dhdps knock-out planten. Door middel van co-expressie experimenten in E. coli werd bevestigd dat MtDHDPS3 interageert met actieve DHDPS vormen waardoor hetero-oligomeren gevormd worden met een afgenomen activiteit t.o.v. de actieve homo-oligomeren. Analyse van MtGEA micro-array data toonden een hoog MtDHDPS3 RNA gehalte tijdens infectie met verschillende necrotrofe schimmels en tijdens inoculatie met Sinorhizobium meliloti, en eveneens tijdens zoutstress. Opvallend genoeg zijn sequenties gelijkaardig aan MtDHDPS2 en/of MtDHDPS3 eveneens aanwezig in Lotus japonicus, Glycine max, Cajanus cajan en Phaseolus vulgaris, wat wijst op het bestaan van een specifieke geconserveerde klasse van DHDPS genen in de Fabaceae familie. 

