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RESUMO

COELHO, Cintia Marques. Caracterizagdo das proteinas do endosperma do mitho
visando alteragéo das fragoes que controlam qualidade nutricional. Lavras:
UFLA, 1997.139p. (Dissertagdo - Mestrado em Agronomia, Genética e
Melhoramento de Plantas)*

A melhoria da qualidade nutricional do milho tem sido um importante objetivo
de vérios programas de melhoramento genético nos Ultimos 30 anos, visto que o grao
deste cereal apresenta baixa quantidade e qualidade de proteina. Proteinas perfazem
cerca de 10% da matéria seca do endosperma do milho, sendo que as mesmas séo
nutricionalmente inadequadas para humanos e animais monogastricos, devido &
deficiéncia em alguns aminoéacidos essenciais, principalmente lisina e triptofano. Em
funcéo da grande importancia do milho como alimento energético e protéico, tem
havido grande interesse no desenvolvimento de genétipos que apresentem alto valor
nutricional aliado a altos contelddos de proteina. A caracterizagio das alteragoes
quantitativas e qualitativas das fragSes protéicas do grdo e a identificagdo de
mecanismos genéticos capazes de promover tais alteragdes, bem como o
desenvolvimento de métodos réapidos de screening que permitam eficiente
identificacdo de gendtipos nutricionalmente mais desejaveis, foram os principais
objetivos deste trabalho. Os materiais genéticos utilizados foram desenvolvidos pelo
programa de melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo e consistiram de
geragGes segregantes resultantes do cruzamento entre a populagéo de alta qualidade
protéica CMS52 - QPM (“Quality Protein Maize”) e a populagéo lllinois High Protein -

* Orientador: Mauricio Antdnio Lopes. Membros da banca: Jodo Bosco dos Santos ¢ Magno Antdnio Patto
Ramatho.



IHP, selecionada para acumular altos niveis de proteina no grdo. Foram também
utilizadas duzentas e trinta e uma familias S, obtidas da populagdo CMS475, resultante
da introgress&o de 25% do genoma de IHP em CMS52 QPM. Amostras de graos dos
genitores (CMS52 e IHP), de bulks F, foram caracterizadas para acumulo das fracoes
protéicas do endosperma (zeinas e nao-zeinas), percentagem de proteina total e
percentagem de triptofano na proteina. Os genitores também foram avaliados com
relagao a complexidade dos genes que codificam as proteinas de reserva alfa-, beta- e
delta-zeinas. Amostras da geragdo F, e familias S, foram também utilizadas para
desenvolvimento de um método de selegdo rapida ("screening”) de materiais
superiores capazes de acumular altas quantidades de proteina de melhor qualidade no
endosperma. Os resultados obtidos indicam a dificuldade de se combinar as duas
caracteristicas de interesse presentes nos genitores, apesar de que alguns individuos
apresentaram niveis intermediarios promissores, indicando possibilidades de se
melhorar quantitativa e qualitativamente a proteina do endosperma do milho através de
selecdo. O método rapido de "screening", desenvolvido para avaliar materiais de
acordo com o contetdo de proteinas presente no endosperma mostrou-se eficiente
para seleg&o de gendtipos com alta quantidade de proteina. No entanto, os métodos
desenvolvidos para avaliar a relagdo existente entre os contelidos de fragdes protéicas
especificas (ndo-zeina, albuminas e globulinas) e a percentagem de triptofano
presente na proteina total do endosperma mostraram-se ineficientes para selecdo de
gendtipos de alta qualidade.



SUMMARY

CHARACTERIZATION OF PROTEINS PRESENT IN THE
ENDOSPERM OF MAIZE, WITH THE OBJECTIVE OF ALTERING
THE PROTEIN FRACTIONS THAT DETERMINE NUTRITIONAL
VALUE.

The improvement of the nutritional value of maize has been an important goal
over the last 30 years, to which a number of genetic development programs have been
dedicated as the maize grain has a low content of protein and is of low nutritional value.
Proteins account for only about 10% of the maize kernel’s dry, and these proteins are of
poor nutritional value to humans and monograstric animals because of their low content
of essential amino acids, such as lysine and tryptophan. Given the great importance of
maize as a staple food, there has been considerable interest in the development of
genotypes which offer high content of proteins and high nutritional value.The main
objectives of this project were to caracterize the desired quantitative and qualitative
alterations of the protein fractions of the grain, to identify the genetic mechanisms that
bring about these alterations, and to develop fast screening techniques that would
permit the effective identification of genotypes with high nutritional value. The genetic
materials used were developed through a maize improvement program of Embrapa
Milho e Sorgo. They consisted of F, generations resulting from crossbreeding among a
high grade protein population (CMS52-QPM, Quality Protein Maize) and a high protein
content population (IHP, lilinois High Protein). In addition, 231 S1 strains were used,
obtained from a CMS475 population resulting from the introgression of 25% of IHP
genome in CMS52-QPM. Samples of progenitor kernels (CMS52 and IHP) as well as of
F2 progenies were characterized with regard to composition of protein content in the



endosperm (zeins and nonzeins), percentage of total protein, and the percentage of
tryptophan contained in the total protein. The parents were also evaluated as to
complexity of the genes encoding the alpha-, beta-, and delta-zein storage proteins.
Furthermore, F2 samples and S1 families were used to develop a method of fast
screening for superior material, containing larger amounts of higher grade protein in the
endosperm. The results obtained indicate the difficulty of merging the attractive
characteristics present, separately, in the parents. Some of the progenies, however, did
show promising intermediate levels, suggesting the possibility of improving the protein
content of the endosperm in terms of quantity and quality, through a selection process.
The screening method developed to evaluate materials with regard to the protein
content of the endosperm proved to be effective for the selection of genotypes
containing a high quantity level of protein. However, the methods developed to evaluate
the ratio between specific protein fractions (nonzeins, albumins, and globulins), and the
percentage of tryptophan present in the total protein of the endosperm, the methods
developed tumed out to be ineffective for the selection of high quality genotypes.




1 INTRODUGAO

O mitho é um dos cereais mais importantes no mundo moderno. No Brasil esta
cultura é produzida e utilizada em todas as regies, ocupando 61% da area de plantio
de cereais e produzindo mais de 30 milhdes de toneladas de gréos anualmente. O
milho € um dos cereais mais utilizados como fonte de energia e proteina para
alimentacdo humana e animal, embora o seu grdo apresente baixa quantidade e
qualidade de proteina. As proteinas correspondem a aproximadamente 10% da
matéria seca do endosperma, enquanto, em soja, por exemplo, o contelido de proteina
é de 38% da matéria seca. Adicionalmente & baixa quantidade, algumas fragGes
protéicas do endosperma sao nutricionalmente inadequadas para humanos e animais
monogastricos, devido a sua deficiéncia em alguns aminoacidos essenciais (Nelson,
1969). Essa deficiéncia pode levar a sérios problemas nutricionais quando se faz uso
de milho como a principal fonte de proteinas, havendo, entdo, a necessidade de se
complementar alimentos e ragées com aminoacidos sintéticos ou outras fontes mais
caras de proteinas que contenham esses aminoacidos. Sendo assim, existe grande
interesse no desenvolvimento de genétipos que apresentem alto valor nutricional
aliado a maiores conteudos protéicos.

A caracterizagdo do mutante opaco-2 por Mertz, Bates e Nelson (1964)
despertou grande interesse por parte dos melhoristas de milho, pois esse mutante néo
s6 apresentava niveis do aminoacido essencial lisina duas vezes mais elevados do
que os gendtipos normais, como também maiores niveis de triptofano. Por outro lado,
apesar de seu alto valor nutricional, o gréao desse mutante é opaco e farinaceo sendo
inadequado para armazenagem e uso industrial. Ademais os efeitos pleiotrépicos da

mutacao levam a diversos problemas agrondmicos como producao de graos 8 a 15%



inferior aquela obtida por variedades tradicionais. Essas caracteristicas agrondmicas
indesejaveis impediam a ampla comercializagéo de cultivares contendo a mutagao.

Através de um longo processo de retrocruzamento e selegdo recorrente,
melhoristas do Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT) no
México combinaram a mutagdo opaco-2 com modificadores do endosperma que
reverteram diversos efeitos indesejaveis da mutagdo (Vasal et al., 1980). Os gendtipos
opaco-2 modificados derivados desse trabalho combinam excelente valor nutricional
com caracteristicas de grdo similares aquelas de grdos normais. Esses gendtipos
foram denominados “Quality Protein Maize” (QPM). O desenvolvimento de QPM
representou um importante avango e pode representar um recurso para auxiliar os
paises em desenvolvimento a ajustar sistemas de produgéo mais condizentes com as
necessidades atuais de desenvolvimento de uma agricultura mais sustentavel. No
Brasil, a substituicdo gradual de cultivares de milho normal por QPM poderia gerar
grandes beneficios, especialmente para familias de baixa renda que poderiam
consumi-lo direta ou indiretamente como consequéncia do aumento da disponibilidade
de suinos, aves e peixes resultante do seu uso como complemento alimentar animal.
Alem disso, a disponibilizagédo de hibridos QPM de alto desempenho poderia permitir
reducdo de custos na industria de ragdes alimentares, uma vez que se reduziria a
necessidade por utilizagdo de suplementos.

A alta qualidade nutricional dos gendtipos QPM esta relacionada a diminui¢do
de uma das fragSes da proteina total do endosperma. Essa fragdo correponde as
proteinas de reserva do endosperma do milho, conhecidas como zeinas ou
prolaminas. As zeinas ndo contém aminoacidos essenciais e correspondem
aproximadamente 60 a 70% da proteina total do endosperma de gendtipos normais,
enquanto o gendtipo mutante modificado apresenta uma redugao de aproximadamente
50% no acumulo dessa fragdo. A outra fracdo da proteina total do endosperma,
conhecida como nao-zeina, acumula a maioria da lisina e triptofano do gréo, e
apresenta-se aumentada nos individuos com mais alto valor nutricional devido a acao
da mutagdo opaco-2. Desta maneira, a proporgdo de zeina/ndo-zeina na proteina total
do grao define a qualidade nutricional do mitho (Habben, Kirleis e Larkins, 1993;




Lopes, 1993). Genétipos de milho de alta qualidade nutricional tém uma baixa relagédo
zeina/ndo-zeina na proteina total do gréo, enquanto milhos normais apresentam altas
quantidades de proteinas de reserva e, consequentemente, uma alta relagao
zeina/ndo-zeina. Sendo assim, a mais alta concentragdo de lisina tanto em opaco-2
quanto em opaco-2 modificado é uma consequéncia da redugéo do acumulo de zeinas
e aumento da sintese de proteinas da fragdo ndo-zeina que contem lisina. Porém os
mecanismos responsaveis por esse aumento permanecem desconhecidos (Habben,
Kirleis e Larkins, 1993).

Ao lado da baixa qualidade protéica, o milho normalmente acumula baixa
quantidade de proteina no grédo. O grao deste cereal contém em média apenas 10%
de proteina comparado com as sementes de legumes, tais como, feijao (23%),
amendoim (26%) ou soja (38%), existindo, assim, grande interesse em aumentar o seu
conteldo de proteina. Ja foi demonstrado que €& possivel aumentar o percentual de
proteinas no grdo do milho através do melhoramento genético. A populagdo lllinois
High Protein (IHP) foi selecionada para acumular altos conteudos de proteina no
endosperma e apos setenta ciclos de selecdo teve o contelido de proteina no gréo
aumentado de 10,9% para 26,6% (Dudley, Lambert e Alexander, 1974). Esta
populacao tem sido avaliada como fonte de genes capazes de promover aumentos no
acumulo de proteina em materiais elite do programa de melhoramento do Centro
Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo/EMBRAPA

Uma vez demonstrada a existéncia de variabilidade genética no milho para
aumentar a quantidade de proteina acumulada no endosperma e melhorar a qualidade
proteica deste cereal, seria de grande interesse o desenvolvimento de gendtipos que
apresentassem grandes quantidades de proteinas ricas em aminoacidos essenciais,
reunindo, assim, essas duas caracteristicas. Contudo, o progresso feito no sentido de
aumentar o conteudo de proteina acumulada no endosperma e melhorar a qualidade
nutricional do milho tem sido limitado devido a existéncia de correlagées negativas
entre producgao de grdos, acumulo de proteina no endosperma e qualidade nutricional.

O presente trabalho buscou caracterizar as alteragdes quantitativas e

qualitativas nas fragGes protéicas do endosperma do milho que contribuem para



qualidade nutricional do gréo, visando associar variagdes quantitativas a variagdes em
qualidade nutricional. Adicionalmente, buscou-se identificar mecanismos para
melhoramento quantitativo e qualitativo das proteinas do gréo, bem como o
desenvolvimento de métodos répidos de “screening” para identificacdo de genotipos

de alta qualidade.



2 REFERENCIAL TEORICO

Os cereais fornecem a maior porgéo das calorias e proteinas na dieta humana
e de animais monogastricos, sendo seus graos uma das mais ricas fontes de proteinas
da planta. Na maioria dos cereais, as sementes contétm 10 a 50% de proteinas
(Shotwell e Larkins, 1989), que normalmente sdo pobres em qualidade nutricional
devido ao baixo nivel de aminoacidos essenciais, principalmente lisina e triptofano.
Sob esse ponto de vista, a melhoria da qualidade nutricional do milho tem sido um
importante objetivo de varios programas de melhoramento genético nos ultimos 30
anos.

2.1 Proteinas do endosperma do milho

As proteinas de reserva do milho servem como reserva de nitrogénio para o
embrido durante a germinag@o. A composicdo desta reserva também é responsavel
pela determinagéo da qualidade nutricional do grao com relagéo a alimentagéo humana
e de animais monogastricos.

As proteinas do endosperma do milho podem ser sequencialmente separadas
em quatro fracdes maiores de acordo com a solubilidade (Osborne e Mendel, 1914). As
proteinas sollveis em agua sdo chamadas de albuminas, enquanto as proteinas
extraidas com solugdes salinas do residuo remanescente seguido da extragéo em agua
s&o referidas como globulinas. Subsequente extragcdo do residuo com alcool produz as
prolaminas. Prolamina & a maior proteina de reserva em grdos de cereais. Esta
proteina frequientemente &€ referida com um nome derivado do género do cereal, por
exemplo em milho (Zea mays L.), cevada (Hordeum vulgare L.), aveia (Avena sativa L.)
e arroz (Orysa sativa L.), as prolaminas sdo designadas como zeinas, hordeinas,



aveninas e orisinas, respectivamente. O resto que permanece insolivel em solventes
sédo referidas como glutelinas e podem ser extraidas em soluges aquosas acidas e
alcalinas.

O endosperma corresponde a aproximadamente 85% do total do peso seco do
gréo na maturidade e contém aproximadamente 70% de sua proteina total. As quatro
fracdes protéicas albuminas, globulinas, zeinas e glutelinas constituem
aproximadamente 3%, 3%, 60% e 34%, respectivamente, do total das proteinas do
endosperma, quando as plantas crescem sob niveis altos de fertilizante nitrogenado.
Diferentemente da proteina do endosperma, a proteina do embrido estd
predominantemente na forma de albumina ( mais do que 60% da proteina do embridio é
albumina), contudo o embridio contem também uma quantidade mensuravel de proteinas
soluveis em élcool . No embridio maduro as proteinas soliveis em alcool podem atingir
de 5% a 10% da proteina total (Schneider, Earley e DeTurk, 1952; Tsai, 1979a).

Albuminas e globulinas provavelmente representam as enzimas e sdo
sintetizadas em estagios iniciais do desenvolvimento (Misra, Mertz e Glover, 1975;
Murphy e Dalby, 1971: Tsai, 1979b). Glutelinas s&o heterogéneas e dificeis para definir
bioquimicamente. Acredita-se que quando o embrido desseca, esta fragdo forme uma
matriz insolivel na quail os grénulos de amido estio embebidos (Wolf, Khoo e
Seckinger, 1967). Uma porgdo das glutelinas representam proteinas de membrana ou
proteinas estruturais. As prolaminas, por outro lado, estdio depositadas em corpos
protéicos (Christianson et al., 1969; Duvick, 1961; Wolf, Khoo e Seckinger, 1967), e ndo
tém atividade catalitica. Prolaminas s&o as proteinas mais abundantes no endosperma e
contém alta concentragdo dos aminoacidos prolina e glutamina, dai o nome de
prolaminas.

Um grande nimero de procedimentos de fracionamento das proteinas do
endosperma est@o descritos na literarura (Landry e Moreaux, 1970; Wilson, Shewry e
Miflin, 1981; Esen, 1986). O método mais comumente usado foi descrito por Landry e
Morreaux (1970) e com esse procedimento cinco fragdes protéicas sdo obtidas por
extrag@o sequencial de amostras de endosperma pulverizado com diferentes solventes:



Fragéo | - composta de albuminas e globulinas extraidas conjuntamente com 0.5M
NaCl, Fragéo Il - zeina, extraida com 70% de isopropanol, Fragéo Il - zeina reduzida,
extraida com 70% de isopropanol e 0,6% do agente redutor 2-mercaptoetanol, Fragdo
IV - glutelina reduzida, extraida em tampdo borato, pH 10 com 0.6% de 2-
mercaptoetanol e Fragdo V - glutelina reduzida e desnaturada, extraida em tampao
borato, pH 10 contendo 0.6% de 2-mercaptoetanol e 0.5% do detergente SDS. Varios
outros procedimentos tem sido descritos e utilizados para extragdo sequencial das
proteinas do endosperma (Wilson, Shewry e Miflin, 1981; Esen, 1986).

Como consequéncia da mulitplicidade de métodos, solventes e condi¢des de
extracdo, tem sido dificil comparar os dados obtidos através desses métodos de
fracionamento. Ludevid et al. (1984) e Wallace et al. (1990) argumentaram que os
métodos tradicionais de fracionamento de proteinas t&ém pouco significado quantitativo,
especialmente quando aplicados a fragSes protéicas que requerem redugdo de pontes
dissulfeto para serem solubilizadas. Em geral, estes métodos tém duas limitagdes
sérias: a extracdo de varios tipos de proteina de reserva é incompleta com um Unico
solvente, e assim, essas proteinas acabam por aparecer em miuiltiplas fragbes. Por
outro lado, a depender da auséncia ou presenga de agentes redutores, varias
proteinas podem ou nd@o ser extraidas pelo mesmo solvente. Todos esses fatos
levaram a uma complexa e confusa descricdo e nomenclatura para as varias classes
de proteinas do endosperma do milho.

Recentemente, um novo e eficiente método que permite extragdo quantitativa
das proteinas do endosperma foi descrito por Wallace et al. (1990). Este procedimento
além de menos laborioso, permite obter e fracionar num menor periodo de tempo e com
menor numero de etapas as duas principais fragbes protéicas do endosperma: zeina
total (proteinas de reserva) e ndo-zeina (restante das proteinas do endosperma). Este
procedimento envolve solubilizacdo de todas as proteinas do endosperma em um
tampéo alcalino contendo o detergente SDS e um agente redutor 2-mercaptoetanol.
Subsequentemente as ndo-zeinas sdo precipitadas pela adicdo de etanol ao extrato
até que a concentragdo alcodlica atinja 70%. Apenas as zeinas s&o solluveis em 70%

de etanol, e desta maneira sdo separadas das nado-zeinas que precipitam. Sendo



assim, as proteinas do endosperma podem ser obtidas em apenas duas fragdes
distintas: as proteinas de reserva (zeinas) e as outras proteinas que nao tem fungéo de
reserva (ndo-zeinas), consequentemente sua analise e quantificagdo sao
sensivelmente simplificadas.

As proteinas de reserva s&@o hidrolisadas durante a germinacéo para suprir
nitrogénio, enxofre e esqueletos de carbono ao embrido e & plantula durante as fases
iniciais de desenvolvimento, enquanto, as proteinas restantes, albuminas, globulinas e
glutelinas, s&o responsaveis por fungdes “housekeeping” e outras funcdes especificas
necessarias para o desenvolvimento do endosperma. Entre as ndo-zeinas estdo
proteinas estruturais, inibidores de proteases, enzimas, etc. Este grupo diverso de
proteinas pode atuar secundariamente como reserva, mas suas fungbes primarias sédo
estruturais, de protegdo da semente contra patdégenos e predadores e de biossintese.
Diferentemente das ndo-zeinas a sintese das zeinas é muito dinamica em resposta a

fertilizac&o nitrogenada (Tsai, Huber e Warren, 1980).

2.1.1. Zeinas, proteinas de reserva do grdo do milho

As prolaminas em milho, zeinas, correspondem aproximadamente 50% a 60%
da proteina total do endosperma. O padréo de sintese de zeina é tipico na maioria dos
cereais. Ela é pela primeira vez detectada entre 8 a 12 dias ap6s a polinizagdo (DAP)
sua sintese atinge o maximo entre 16 e 35 DAP e continua até 40 a 45 DAP (Tsai e
Dalby, 1974, Tsai, Huber e Warren, 1978, Oaks et al., 1979). Contudo, em mutantes
com baixo conteudo de prolamina tais como opaco-2, a sintese de zeina é atrasada e
acumula aproximadamente um tergo do nivel normal (Larkins, 1981 e Kodrzycki, Boston
e Larkins, 1989).

Analise das zeinas por fracionamento em géis de poliacrilamida revelou uma
mistura de polipeptideos que variam em tamanho de 27 a 10kD. Apesar do padrdo de
separagao ser reproduzivel em varios laboratérios, os pesos moleculares ndo s3o. Isto
€ uma consequéncia de estruturas ndo usuais dessas proteinas, o que causa sua

migragao mais ou menos rapida dependendo do seu peso molecular predito. Além



disso, as diferengas em solubilidade das zeinas em solugdes alcodlicas causam sua
separagéo em varias fragSes dependendo da natureza do solvente. Esses fatores tém
tornado a nomenciatura das zeinas bastante complexa (Esen, 1987: Rubenstein e
Geraghty, 1988). Assim, foi sugerido um sistema de classificagdo baseado na estrutura
da proteina (Larkins et al., 1989), ao invés de na diferenca de mobilidade em géis de
poliacrilamida (Wilson, 1991) ou solubilidade (Esen, 1986). Com este sistema de
classificagéo as proteinas de 22 e 19kD sdo chamadas de alfa-zeinas, as proteinas de
15kD s&o chamadas de beta-zeinas, as de 16 e 27kD s&o chamadas de gama-zeinas,
e as proteinas de 10kD s&o as delta-zeinas. As alfa-zeinas séo proteinas solliveis em
alcool apenas, ja as demais zeinas necessitam de um agente redutor.

As alfa-zeinas que correspondem a aproximadamente 70% da fragdo total de
zeina, s&o estruturalmente similares umas as outras e podem ser separadas em varios
polipeptideos diferentemente carregados, por andlise de focalizagdo isoelétrica (IEF)
(Hastings et al., 1984). A heterogeneidade é gendtipo-especifico e é herdada
codominantemente em um padrdo mendeliano simples (Righetti et al., 1977). A
heterogeneidade tem sido usada como “fingerprinting” para distinguir genétipos do
milho. (Hastings et al., 1984).

As alfa-zeinas sé&o feitas como pré-proteinas com um peptideo sinal 20 ou 21
aminoacidos no terminal amino (Geraghty et al., 1981; Marks e Larkins, 1982). O
comprimento da proteina madura varia entre 210 a 245 aminoécidos. Todas as alfa-
zeinas tem alto conteudo de glutamina(25%), leucina(20%). alanina (15%) e
prolina(11%) e nenhuma foi identificada como contendo lisina. As alfa-zeinas podem
ser divididas em quatro segmentos basicos: um peptideo sinal, uma regiéo de dobra no
terminal amino, nove sequéncias repetidas flanqueadas por giutaminas e a regido do
terminal carboxila. Dentre essas sequéncias uma fragéo distinguivel nas alfa-zeinas é a
presenca de peptideos repetidos em sequéncia de aproximadamente 20 aminoacidos
na regido central da proteina (Geraghty et al., 1981; Pedersen et al., 1982; Spena,
Viotti e Pirrotta, 1983). Esses peptideos repetidos variam ligeiramente em
comprimento, mas pode-se verificar uma sequéncia de peptideo de consenso repetida

(Pedersen et al., 1982). Foi proposto que os peptideos repetidos formem a-helices
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antiparalelas e adjacentes que interagem através de pontes de hidrogénio para dobrar
as proteinas em moléculas globulares que apresentam forma cilindrica. Pontes de
hidrogénio de aminoacidos polares na superficie de peptideos repetidos, assim como
entre glutaminas nos finais dos peptideos repetidos, podem contribuir para agregacgdo
de alfa-zeinas dentro de corpos protéicos (Argos et al., 1982).

As beta-zeinas s&o proteinas de 15kD que correspondem a aproximadamente
15% da fragéo de zeina. Esses polipeptideos mostram menor heterogeneidade de
carga do que as alfa-zeinas nas andlises de focalizagéo isoelétrica (Hurkman et al.
1981; Marks, Lindell e Larkins, 1985), cada componente é composto de somente um ou
dois polipeptideos. A proteina madura apresenta 160 aminodcidos. Esta proteina tem
menos glutamina (16%), leucina (10%) e prolina (9%) do que as alfa-zeinas, mas
contem significamente mais aminoacidos sulfurados, metionina (11%) e cisteina (4%)
(Pedersen et al. 1986). Diferentemente das alfa-zeinas, as beta-zeinas ndo contém
peptideos repetidos. As proteinas tem muito pouco de a-helice e sdo compostas
principalmente de dominios do tipo folhas B (Pedersen et al., 1986).

A gama-zeina é uma proteina de 180 aminoacidos, também referida como as
proteinas sollveis reduzidas (Wilson, Shewry e Miflin, 1981), glutelinas reduzidas
soliveis em dlcool (Paulis e Wall, 1971) ou glutelinas-2 (Prat, Cortadas e
Puigdomenech, 1985). Geralmente correspondem a 20% do total de zeina (Esen,
1986), apesar de poder consistir 50% do conteldo total de zeina (Ortega e Bates,
1983). Além de ser solivel em &lcool , as gama-zeinas s@o sollveis em solugdes
salinas, e isto contribui para sua extragdo em diferentes fragbes protéicas. Apesar de
variantes de gama-zeinas terem sido isolados (Esen et al., 1982), as proteinas
parecem ser primariamente uma simples espécie (Prat, Cortadas e Puigdomenech,
1985; Wang e Esen, 1986). Prat, Cortadas e Puigdomenech, (1985) reconheceu cinco
regibes consecutivas distintas na sequéncia de 180 aminoacidos da proteina: um
segmento de 11 aminoacidos no terminal amino, uma regido composta de 8 copias
repetidas sequencialmente do hexapeptideo Pro-Pro-Pro-Val-His-Leu, uma sequéncia
alternante Pro-X entre residuos 70 e 91, e o -terminal carboxila rico em glutamina que

pode ser dividido em duas partes. As gama-zeinas tem duas regides de homologia
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interna com a beta-zeinas: existe pareamentos de 10 residuos cada entre 34 a 49
aminoacidos da beta-zeina e 112 a 125 das gama-zeinas, e entre 61 a 73 aminoacidos
de beta-zeina e 130 a 141 de gama-zeinas. O fato de que elas migram mais devagar
em geis de poliacrilamida do que as alfa-zeinas maiores, pode ser um reflexo de uma
estrutura secundaria ndo usual associado ao alto contetudo de prolina (25%).

As zeinas de 10kD apresentam alta propor¢gédo de aminoacidos sulfurados,
contendo aproximadamente 22% de metionina € 4% de cisteina. Esta proteina tem uma
composicdo aminoacidica semelhante a beta-zeina (Gianazza et al., 1977). contudo
elas diferem de alguma forma das beta-zeinas devido a sua solubilidade em alcool
(Esen, 1986). A delta-zeina € uma proteina pequena que apresenta 130 aminoacidos
de comprimento (Kirihara et al., 1988). Alto nivel desta proteina tem sido encontrado na
linhagem americana BSSS53, o que parece ter sido causado por um fator transcricional

presente no cromossomo 4 (Feix e Quayle, 1993).

2.1.1.1. Sintese e deposi¢ao das zeinas em corpos protéicos

A semente de cereal € um simples fruto chamado cariopse, e é composto
predominantemente de endosperma e embrido, que correspondem a aproximadamente
90% e 5%, respectivamente do peso seco da semente. Estas duas estruturas s&o
envolvidas pela testa e pericarpo.

O desenvolvimento da semente come¢a com a dupla fertilizagcdo no dvulo
envolvendo dois nicleos espermaticos vindos do tubo polinico e trés nucleos presentes
no évulo. Um nticleo espermatico se funde com o odcito e forma o zigoto dipldide (2n).
O outro nucleo funde-se com os dois nucleos polares e forma o endosperma tripléide
(3n). O endosperma se desenvolve mais rapidamente do que o embrido a partir do
nucleo triploide que inicia uma série de divisbes. O endosperma torna-se celular por
um processo de citocinese que inicia nas regides periféricas e progride em direcdo ao
centro do tecido. Aos 12-14 dias apods a polinizagado, a formacéo da parece celular esta
completa, o que é seguido por um aumento no volume celular e a sintese de grande

quantidade de amido e proteina.
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O endosperma néo se desenvolve como um tecido homogéneo. A camada de
células mais externas se diferencia em um tecido de parede fina chamado aleurona.
Esta camada tem o mais alto contelido de proteinas solGveis do que o restante do
endosperma e contem gréos de amido e corpos protéicos menores.

Amido e proteinas sdo os componentes mais abundantes do endosperma,
sendo lipideos e outros compostos orgénicos e inorganicos acumulados em pequenas
quantidades. As proteinas de reserva, zeinas, séo sintetizadas por polissomos ligados
ou envolvidos por membrana e sdo cotraducionalmente transportadas dentro do lGmen
do reticulo endoplasmatico rugoso, aonde se agregam em massas insolGveis
chamadas de corpos protéicos que atingem um diémetro de 1 a 2 um, nos gendtipos
normais. O amido & depositado na forma de granulos cristalinos em amiloplastos, os
quais encontram-se imersos em uma matriz amorfa.

Técnicas imunologicas tém sido utilizadas para determinar a distribuigdo dos
varios tipos de zeinas no interior dos corpos protéicos (Ludevid et al., 1984, Lending e
Larkins, 1989), bem como para verificar a distribuicio dos varios tipos de corpos
protéicos nas diversas regides do endosperma em desenvolvimento (Lending e
Larkins, 1989). Os corpos protéicos apresentam diferente tamanho e composicdo que
estdo associados aos diferentes estagios de maturagio do endosperma. As células
mais proximas a aleurona sdo mais jovens e meristematicas, enquanto as mais
distantes s@o mais maduras. Os corpos protéicos pequenos, bem préximos & aleurona,
contém somente beta- e gama-zeinas e representam os estagios iniciais do
desenvolvimento de um corpo protéico apresentando, aproxiamdamente, 0,2 um de
didmetro. Os corpos protéicos maiores contém alfa-zeinas e sdo encontradas nas
camadas de células mais centrais do endosperma. As alfa-zeinas comecam a se
acumular como Ibculos discretos dentro de uma matriz de gama- e beta-zeinas, nos
corpos protéicos. Eventualmente, os I6culos de alfa-zeinas fundem-se e preenchem o
centro do corpo protéico expandindo este para um diametro de 1 a 2 um (Lending e
Larkins, 1989). Beta- e gama-zeinas formam uma camada mais ou menos continua na
periferia, mas manchas pequenas de beta- e mais comumente de gama-zeinas

permanecem no interior. As delta-zeinas s&o encontradas principalmente no centro dos
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corpos protéicos junto com as alfa-zeinas, o que indica que nem todas as zeinas ricas
em enxofre estéo na periferia (Esen e Stetler, 1992).

Segundo Coleman et al. (1996) as mudangas temporal e espacial na
distribuicdo de zeinas nos corpos protéicos de células em desenvolvimento no
endosperma, sugeriram que essas proteinas tém propriedades intrinsicas que causam
sua retenc¢ao no reticulo endoplasmatico e que direcionam sua organizagéo dentro dos
corpos protéicos. Como a gama-zeina. € uma proteina rica em prolina (25%) devido em
parte a uma serie de hexapeptideos no terminal amino (Prat, Cortadas e
Puigdomenech, 1985), e nem a gama-zeina nem qualquer outra zeina tem peptideos
HDEL ou KDEL de retengdo no reticulo endoplasmatico (RE), entdo é possivel que
esses repetidos ricos em prolina das gama-zeinas sejam 0s responsaveis por sua
retencdo no RE. Ja que as gama-zeinas estdo localizadas na superficie dos corpos
protéicos os hexapeptideos repetidos também podem fornecer o mecanismo para
retenc@o do complexo inteiro de corpo protéico, indicando que existe uma interagdo
entre gama-zeinas e alfa-zeinas que promove a retencéo de alfa-zeinas dentro de
corpos protéicos.

Pouco é sabido a respeito das estruturas secundarias e terciarias das zeinas
ricas em enxofre. Essas proteinas séo ligadas por pontes dissulfeto, mas n&o esta claro
se existe ligagdo cruzada uma com a outra.

Nas sementes do milho que estdo germinando, assim como em outros cereais,
proteases sao sintetizadas e secretadas dentro do endosperma para degradar as
proteinas de reserva, assim seu nitrogénio, enxofre e esqueleto de carbono podem der
utilizados durante o desenvolvimento do embrido. As enzimas iniciais, identificadas
como proteinase A", s@o proteases sulfidril que clivam pontes internas de peptideos e
fazem as moléculas susceptiveis a outras proteases, incluindo carboxipeptidases,
amino e dipeptidases. Segundo Barros, e Larkins (1990), existe um grupo de proteases
cisteicas, denominadas A,, A;, As e A;, que estdo envolvidas nos primeiros passos de
degradacgédo de proteinas de reserva. Estas enzimas séo tipicamente ativas no periodo

da germinagao.
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As proteases que degradam as zeinas sd@o conduzidas a partir da aleurona
para dentro do endosperma durante os estagios iniciais de germinacdo. Através de
técnicas imunocitoquimicas Torrent, Geli e Ludevid (1989) demonstraram que por volta
de dois dias ap6s germinag&o existe uma redugdo notavel na quantidade de gama- e
beta-zeina, e em tomo do oitavo dia apés a germinagso a maior parte dessas proteinas
ja foram degradadas. Como os corpos protéicos apresentam a maior parte de gama- e
beta-zeinas proximas a supérficie do gréo seria esperado detectar répido e preferencila
desaparecimento dessas proteinas. Em contraste com as proteinas ricas em enxofre,
as alfa-zeinas parecem ser hidrolizadas mais devagar nas sementes em germinacéo.
Isso ocorre porque essas proteinas estio localizadas mais centralfente nos corpos
portéicos e s&o muito menos soluveis do que as gama- e beta-zeinas (Larkins, Lending
e Barros, 1991).

2.1.1.2. Organizagéo e estrutura dos genes que codificam as zeinas

Apesar da andlise das zeinas nos géis de poliacrilamida indicar que esta frago
solivel em alcool é composta de uns poucos componentes, a separagdao por
focalizagéo isoelétrica (IEF) mostra que existe heterogeneidade de carga dentro de
cada um dos componentes fracionados em gel de poliacrilamida (Righetti et al., 1977;
Soave et al., 1975). As zeinas podem ser separadas em tanto quanto 25 componentes
dependendo do genétipo do milho (Hagen e Rubstein, 1981; Righetti et al., 1977). A
microheterogeneidade encontrada nas zeinas indica que alguns polipeptideos dentro
dos dois maiores componentes fracionados em gel de poliacrilamida s&o consequéncia
da heterogeneidade genética mais do que de artefatos de preparagéo.

A complexidade entre as alfa-zeinas demonstrada por andlises de focalizagéo
isoelétrica tem sido demonstrada também entre os genes. Os clones de c-DNA
hibridam com multiplas sequéncias codificadoras no genoma, deixando uma estimativa
de 75-150 genes (Hagen e Rubenstein, 1981; Wilson e Larkins, 1984). Contudo,
parece existir uma ou duas cdpias de genes que codificam gama- e beta-zeinas
(Wilson e Larkins, 1984; Boronat et al., 1986).
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Os genes que codificam as alfa-zeinas estéo localizados nos cromossomos 4,
7 e 10. Sete genes que correspondem as alfa-zeinas de 19 e 22kD estdo mapeados no
brago curto do cromossomo 7. Um conjunto de nove genes que correspondem as alfa-
zeinas de 19 e 22kD estdo mapeados nos bragos curto e longo do cromossomo 4. Um
terceiro loco correspondendo a zeina de 22kD esta no braco longo do cromossomo 10
(revisado por Shotwell e Larkins, 1989). A comparagdo dessas sequéncias indica que
as duas maiores classes de genes de alfa-zeinas provavelmente originaram-se de um
gene ancestral comum que divergiu por delegGes, substituicdo de bases, insergdes e
duplicagbes internas resultando em subfamilias distintas de genes de alfa-zeinas
(Marks, Lindell e Larkins, 1985).

Existem evidéncias de ligagdo entre alguns dos genes das alfa-zeinas. Varios
clones gendmicos t&m sido isolados que contém multiplos genes espagados dentro de
poucos pares de Kilobases (revisado por Shotwell e Larkins, 1989). Esses genes estéo
arranjados em série de 5 para 3, e as sequéncias de DNA flanqueiam regices
codificadoras conservadas. Fora dessas regioes conservadas existem regiées que sao
de moderadamente a altamente repetitivas. As regides conservadas que flanqueiam os
genes contém promotores eucarioticos e sequéncias de poliadenilagdo. As sequéncias
que codificam as zeinas ndo contém introns. A familia multigénica das zeinas é dividida
em subfamilias de genes fortemente relacionados e seus correspondentes mRNAs e
proteinas Os genes (e proteinas) membros de uma subfamilia sdo mais relacionados
com relagd@o a sua sequéncia de nucleotideos (aminoacidos) com os outros membros
da sua propria subfamilia (Park, Lewes e Rubenstein, 1980). A divisdo da familia
multigénica de zeinas em subfamilias de mMRNAs e seus genes correspondentes pode
ser feita com base no relacionamento de sua sequéncia nucleotidica.

Para as classes de zeinas, 10, 15, 16 e 27kD, tém sido identificados um ou
poucos genes para cada proteina. O gene que corresponde a delta-zeina de 10kD foi
mapeado no cromossomo 9 (Berner et al., 1989). Analise de RFLP foi utilizada para
localizar os genes correspondentes a beta-zeina de 15kD e gama-zeina de 27kD nos
cromossomos 6 e 7, respectivamente (Murray et al., 1988). O gene da zeina de 27kD,
rica em prolina, esta presente em uma copia ou como uma duplicagcdo em tandem de
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12kb com dois genes funcionais chamados A e B, dependendo da variedade de milho
(Das e Messing, 1987; Das et al., 1991). Aigumas linhagens contém ainda um gene A
rearranjado (gene Ra) que parece ser gerado de um evento de recombinagio que
conduziu & exciséo do gene B. O gene posicionado a jusante da duplicagdo fornece
maior acumulo de mRNA do que o primeiro. Uma pequena diferenca na parte 3' dos
dois genes foi proposta como sendo a causadora da diferenga na atividade do gene. O
gene A contém trés sitios Pst1 e o gene B apenas dois. A proteina 27kD também
ocorre como uma proteina truncada de 16kD. O gene que codifica para essa proteina é
quase homélogo ao que codifica a proteina regular de 27kD, mas as regides
flanqueadoras apresentam homologia moderada. E interessante notar que os locos que
codificam a delta-zeina de 10kD, a beta-zeina de 15kD e a gama-zeina de 27kD foram
todos mapeados na regido centromérica dos seus respectivos grupos de ligagéo.

Comparagéo de sequéncias que flanqueiam as varias zeinas revelaram que
elas ndo apresentaam homologia significante. Com excegédo de uma sequéncia de 15
nucleotideos que comega na posi¢ao -331 nos genes que codificam as zeinas de 19kD
e na posi¢gao -340 nos genes que codificam as zeinas de 22kD, a qual € comum para
todos os genes de alfa-zeinas. Ainda dentro desta regido existe uma sequéncia
altamente conservada de 7 nucleotideos chamada de elemento -300, sendo a mesma
comum nas regiées que flanqueiam os genes que codificam gama- e beta-zeinas e nos
promotores que correspondem aos genes das prolaminas do trigo e cevada. A
presenca desta sequéncia em um certo nimero de genes cuja a expressao ocorre no
endosperma sugere que, este elemento pode ser importante para a expressao
endosperma-especifico (revisado por Thompson e Larkins, 1989 e Feix e Quayle,
1993).

2.1.1.3. Mutantes que alteram a sintese de zeinas
A mutacdo opaco-2 (02) em milho foi primeiro identificado por Singleton e

Jones durante a década de 30 (Emerson, Beadle e Frazer, 1935). O efeito desta

mutacgdo no aclmulo de proteinas no grao foi estabelecida quase 30 anos mais tarde
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por Mertz, Bates e Nelson (1964). Esses autores demonstraram que a mutagdo o2
tinha o efeito de gerar um melhor balango de aminoéacidos na proteina do grao. Mais
notavel foi o aumento na percentagem de lisina comparado ao encontrado no milho
normal. Este aumento foi uma consequéncia da expressdo reduzida da fragio de
prolaminas (zeinas), que € deficiente nos aminoé&cidos lisina e triptofano (Mertz, 1976).

Desde que foi descoberto o mutante 02, varios outros mutantes foram
encontrados que reduzem o contetido de zeina, como: opaco-5, opaco-6, opaco-7,
floury-2, floury-3, B-30 defectivo e mucronato (Nelson, Mertz e Bates, 1965; Misra et al.,
1972; McWhirter, 1971; Dalby e Tsai, 1975; Ma e Nelson, 1975; Salamini et al., 1979;
Salamini et al., 1983). Estes sdo coletivamente denominados como mutantes de alta
lisina. Algumas dessas mutagdes alteram a sintese de certos grupos de polipeptideos
mais do que de outros (Di Fonzo et al., 1991), entretanto, em todas a quantidade total
de zeina sintetizada é bastante reduzida ( Pedersen et al., 1982). Nenhum desses
genes mutante € um gene estrutural para um polipeptideo zeina porque cada uma
dessas mutagOes afeta a sintese de mais do que uma proteina. Por esta razéo, eles
s&o considerados regulatérios (Di Fonzo et al., 1980: Ma e Nelson, 1975; Nelson,
1869). Com excegdo dos mutantes floury-2, floury-3 e mucronato que tem efeito de
dosagem na opacidade do grdo e conteldo de zeina e do defectivo B-30 que é
dominante (Jones, 1978; Soave et al., 1978; Salamini et al., 1979, 1983), todos os
locos s@o recessivos em afetar a sintese de zeina e a opacidade do grio.

As mutacdes opaco-2 e defectivo estdo localizadas no cromossomo 7,
enquanto, as mutagbes B-30, floury-2 e opaco-7 encontram-se nos cromossomos, 4,
10, respectivamente. As mutagbes opaco-2 e defectivo B-30 afetam primariamente as
alfa-zeinas de 22kD (Lee et al., 1976). As mutagdes opaco-6 e floury-2 reduzem os
niveis de todas as zeinas. E o mutante recessivo opaco-7 reduz preferencialmente a
alfa-zeina de 19kD.

Nas combinagbes de duplos mutantes envolvendo somente mutantes com alta
lisina opaco-2 e opaco-7 sao epistaticos ao floury-2, mas sao aparentemente
sinergético com o mucronato em suprimir a sintese de zeinas. Opaco-2 e opaco-7
atuam de uma maneira aditiva para inibir a sintese de zeina. Esses mutantes mostram
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taxa de acumulagéo de zeina mais baixa durante o desenvolvimento, enquanto floury-2
mostra niveis intermediarios entre o normal e opaco-2.

Os mutantes para alta lisina afetam adversamente varias caracteristicas
agrondmicas importantes, incluindo caracteristicas do grdo. Além do baixo contetdo de
zeinas, esses mutantes tem varios fatores em comum como: endosperma macio e
farinaceo e redugdo no acumulo da matéria seca produzida o que é refietido em menor
produgéo, peso de gréo e densidade de grao do que no individuo normal.

Dentre os mutantes anteriormente mencionados, o mais conhecido e estudado,
ao nivel molecular é o opaco-2. Estudos de sintese de zeinas durante o
desenvolvimento do endosperma indicaram que os mutantes 02 tem baixo indice de
acumulo de zeinas quando comparados com gendtipos normais. Tais mutantes
acumulam pouca quantidade de zeina depois de 35 dias da polinizagcdo, em contraste
com os genétipos normais que continuam acumulando zeinas durante as fases
posteriores do desenvolvimento do grdo (Tsai e Dalby, 1974; Dalby e Tsai, 1975).
Kodrzycki, Boston e Larkins (1989) mostraram que a sintese de zeinas em genétipos
02 é atrasada ou reduzida em relagé@o aos gendtipos isogénicos normais. A alfa-zeina
de 19kD ndo é detectada até os 14 dias apds a polinizagéo (DAP), enquanto a alfa-
zeina de 22kD é encontrada em quantidades bastante reduzidas no endosperma
mutante. A beta-zeina de 15kD e as gama-zeinas de 16 e 2"/'kD sdo detectaveis por
volta de 12 DAP, e seu acumulo ndo é drasticamente afetada pela mutagdo 02.
Andlises ultraestruturais mostraram que a drastica redugdo em sintese de alfa-zeinas
leva a redugédo no diametro dos corpos protéicos. Geralmente, os corpos protéicos
apresentam diametro entre 0,1 e 0,3 um no endosperma mutante em desenvolvimento
(18-22 DAP), enquanto no gendtipo normal o diametro dessas estruturas esta em torno
de1a2um.

Analises imunocitoquimicas revelaram que os corpos protéicos no endosperma
mutante contém primariamente beta- e gama-zeinas, com pequenos glébulos de alfa-
zeinas imersos na matriz protéica (Lending e Larkins, 1989; Geetha et al., 1991).

O milho opaco-2 tem mais alto contelido de lisina do que o normal porque

contem uma propor¢ao mais elevada de albuminas. globulinas e glutelinas e menos da
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frag@o zeina, que constitui aproximadamente 50% da proteina total do endosperma do
milho normal e néo contem quase nenhuma lisina e triptofano. O efeito da mutagéo na
sintese de zeina e n3o-zeina ndo € uniforme nos diferentes gendtipos. Esta diferenga
pode ser resultado de diferentes “backgrounds” genéticos, diferenga nos alelos, ou pela
acéo de outros genes ou por ambos (Moro et al., 1996).

O gene Opaco-2 contem 5 introns e 6 éxons e codifica uma proteina que
contem de 437 a 460 aminoacidos e compartilha sequéncia similar com o dominio ziper
de leucina que pareia-se com o DNA. Este dominio é caracteristico de varios oncogenes
de mamiferos e fatores que ativam a transcri¢co nos fungos. Este dominio é bipartido,
consistindo de uma repeticdo periddica de leucina a cada sete aminoacidos, que
corresponde ao ziper, e um dominio adjacente de carga positiva correspondendo ao
dominio basico que & o responsavel pelo reconhecimento da sequéncia especifica do
DNA. Essa proteina € capaz de se ligar a sequéncias especificas localizadas na regido
promotora dos genes da alfa-zeina de 22kD (Schmidt et al,. 1992), atuando como um
transativador transcricional positivo para os genes das zeinas (Schmidt, Burr e Burr,
1987; Schmidt et al., 1992; Ueda et al., 1992). Varios estudos mostraram que a redugéo
de zeinas no endosperma mutante estd correlacionada com a reducio nas
concentracoes dos mMRNAs correspondentes (Pedersen et al., 1980; Burr e Burr, 1982;
Marks, Lindell e Larkins, 1985). Através de estudos de pareamento com o DNA foi
mostrado que a proteina O2 ou um fragmento desta proteina que contem o dominio
ziper de leucina pareia-se especificamente com uma regido préxima ao elemento -300
(Schmidt et al., 1990; Aukerman et al.,, 1991). O alvo regulatorio do O2 esta situado
aproximadamente 20 bp a jusante do elemento -300 (Schmidt et al., 1992).

Além das zeinas 0 O2 também regula a expresséo de uma proteina solivel em
agua (albumina) de 32kD, chamada de b-32. Esta proteina também é afetada pelas
mutagdes no loco opaco-6 e é uma proteina que inativa o ribossomo (RIP). As RIPs sao
um grupo de proteinas téxicas que funcionam como N-glycosidases para remover uma
adenina especifica do rRNA 28S, requerido para a ligagdo do fator de elongagdo 1a,
conduzindo, assim, ao bloqueio da tradugdo (Endo e Tsurugi 1987), 0 que sugere
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um possivel envolvimento desta proteina como um agente de defesa contra ataque de
patégeno (Bass et al., 1992).

O gréo do opaco-2 € macio e farindaceo. Qutros efeitos secundarios inclui
pericarpo mais fino, secagem mais demorada depois de maturidade fisiolégica do gréo,
mudanga em intensidade de cor (especialmente nos materiais amarelos) e maior

susceptibilidade a pragas de grdos armazenados.

2.1.2. Néo-zeinas, as proteinas nutricionalmente ricas do endosperma do milho

A percentagem de aminoacidos essenciais lisina e triptofano no endosperma
do milho & influenciada por dois componentes principais: a quantidade de aminoacidos
livres no endosperma e acumulo de ndo-zeina. Somente 5% da lisina do endosperma é
de origem n&o protéica (Mehta et al., 1979), fazendo com que a contribui¢éo do pool de
aminoacidos livres seja pequena. Na verdade, a maioria da lisina e triptofano
acumulados no endosperma se originam da fragdo n&o-zeina, que é composta de
albuminas (proteinas soliveis em agua), globulinas (proteinas soltveis em solugdes
salinas) e glutelinas (proteinas soliveis em detergentes) (Murphy e Dalby, 1971;
Wallace et al., 1990; Habben, Kirleis e Larkins, 1993). Estas proteinas, que em média
contém 5% de lisina perfazem funcdes metabdlicas e estruturais no endosperma, como
discutido anteriormente.

Tradicionalmente, a fragdo nao-zeina do endosperma tem sido caracterizada
pelas suas propriedades fisico-quimicas (Doll, 1977). No entanto, para melhor entender
sua contribuicdo para determinagdo da qualidade do gréo, e para alterar sua
acumulagéo visando melhoria nutricional, € importante que se determine sua origem
celular e fungdo dos componentes individuais que contribuem com quantidades
razoaveis de aminoacidos essenciais para o endosperma.

A mutacdo opaco-2 em milho tem se tornado uma das ferramentas mais
valiosas no estudo da fragdo ndo-zeina do endosperma. Mertz, Bates e Nelson (1964)
determinaram que gréos mutantes, que tém fenétipo mole e farinaceo, acumulam duas

vezes mais lisina e triptofano, quando comparadas com graos de milho normal. O alelo
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opaco-2 codifica um ativador de transcrigdo que regula expressdo dos genes da alfa-
zeina de 22kD (Schmidt et al., 1992). Dréastica redugdo no acimulo de zeinas no
mutante estd associada a aumentos significativos no acimulo de n&o-zeinas, sendo
esta a causa da sua melhor composigdo nutricional (Lopes, 1993; Habben, Kirleis e
Larkins, 1993). Apesar do reduzido acumulo de zeinas no mutante ser esperado, o
aumento na sintese de mRNAs e proteinas da fragdo ndo-zeina n3o é faciimente
explicado, com base no que se sabe a respeito da funcio transativador opaco-2.

Mertz (1976) sugeriu que o aumento no acimulo de n&o-zeinas no mutante
opaco-2 pode ser consequéncia da canalizagdo do nitrogénio nio utilizado na
produgdo de alfa-zeinas para produgdo de outras fragbes protéicaé. No entanto, se
esta hipdtese é verdadeira, espera-se que todos 0s polipeptideos que compdem a
fracdo ndo-zeina aumentem coordenadamente no mutante. Habben, Kirleis e Larkins
(1993) demostrou que este ndo é o caso, uma vez que apenas um grupo de
polipeptideos da fracdo ndo-zeina é significativamente afetado pela mutagéo. Este
resultado sugere que o efeito pleiotropico desta mutagédo é especifico para genes que
codificam um grupo exclusivo de proteinas do endosperma. Resultados semelhantes
foram encontrados em um mutante de cevada com alta qualidade nutricional, onde
apenas 4 proteinas s3o responsaveis por 17% da lisina do grao (inibidores de
quimiotripsina Ci-1 e Cl-2, beta-amilase e proteina Z) (Hejgaard e Boisen, 1980). E
possivel que proteinas relacionadas ou semelhantes em milho também contribuam com

significativas quantidades de lisina para o gréo.
2.2 Genébtipos opaco-2 modificados

Os efeitos indesejados correlacionados com a mutagdo opaco-2 podem ser
alterados com o auxilio de modificadores genéticos. Genes conhecidos como
modificadores de 02 alteram o fendtipo destes mutantes levando ao desenvolvimento
de endosperma vitreo e duro. Os modificadores de opaco-2 tem sido usados para
desenvolver milho de alta-lisina com melhor qualidade de proteina na semente (Vasal
et al., 1980). Estudos de mutantes opaco-2 modificados indicaram que a converséo do
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Uma importante consideragéo na modificagdo genética do gréo é o seu efeito
na qualidade e quantidade de proteina. Vasal (1975), Vasal et al. (1980,) e Glover e
Mertz (1987) relataram que o conteido de proteina aumenta com o aumento da
modificagéo do grdo. Gréos parcialmente modificados tendem a ter maior contetido de
proteina, com a frag&o vitrea tendo maior contetido de proteina do que a macia fracdo
opaca. O efeito na qualidade de proteina pode variar dependendo da extensio de
modificagéo do gréo e do “background” genético do material. Gentinetta, Maggiore e
Salamini (1975) relatou a no existéncia de diferencas na qualidade de graos opacos
nao-modificados e modificados. Vasal (1975) e Ortega e Bates (1983), contudo,
relataram uma correlagdo negativa entre o fenétipo vitreo do grdo e qualidade
nutricional. Variagéo na relagdo existe entre popula¢des e entre familias na mesma
populagdo. Experimentos de melhoramento de qualidade realizados no CIMMYT
indicam que durante a selegdo recorrente para modificagdo do gréo a qualidade deve
ser constantemete monitorada para se obter progressos com a selego.

O peso do grdo e a densidade dos grdos modificados também podem ser
afetados pelos modificadores (Vasal et al., 1980), existindo variagdo entre e dentro da
populagbes. A selegdo continua para aumento da modificagio do gréo e peso do gréo
em homozigotos sintéticos opaco-2 ou populages conduzem a populagdes que quase
se igualam a populagdes de endosperma normal na produgao (revisado por Bjarnason
e Vasal, 1992). Lopes e Larkins (1995) mostraram que a densidade da semente e o
contetido de zeina total so positivamente relacionados com um valor de R? de 0,30
(P<0,01); porém a densidade da semente é muito melhor correlacionada com o
acumulo de gama-zeina no endosperma (R’=0,82 P<0,01), e inversamente
correlacionada com o actimulo de nao-zeina (R? =0,42 P<0,01).

Apesar do conhecimento do mecanismo molecular da mutagdo opaco-2, as
bases do aumento pleiotrépico do contetido de lisina no gréo ainda n&o é entendido. O
contetido de lisina no endosperma é primariamente dependente da quantidade de néo-
Zeinas, mas isto também é influenciado pela concentrag@o de lisina na fracdo nao-
zeina, sugerindo que proteinas especificas nesta fragdo tem um impacto maior no

conteudo de lisina. Moro et al. (1996) encontraram que o fator de elongacédo 1o (EF-
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1) como sendo uma das varias proteinas significativamente aumentada no
endosperma 02. Esta proteina tem uma correlagio consideravel com o contetido de
lisina, sendo esta relagdo verdadeira também para outros cereais. Entretanto, estudos
mostraram que a EF-1a contem apenas 2-3% do total da lisina do endosperma, logo a
alta correlagdo encontrada deve refletir um agrupamento entre EF-1a e outras
proteinas ricas em lisina. Clore, Dannenhoffer e Larkins (1996) sugeriram que EF-1a e
actina estdo associados nas células do endosperma do milho e isso pode explicar a

base da correlagdo encontrada entre a concentragéo de EF-1a e o contetido de lisina.

2.3 Gendtipos com alta concentragdo de proteina

O experimento de selegédo divergente classica para alto e baixo contelido de
proteina em grdo de milho conduzido na Estagéo Experimental de Agricultura de lllinois
tem fornecido valiosas informagdes sobre as possibilidades e limitagbes de selegio
recorrente para simples caracteres poligénicos. A selecdo foi iniciada em 1896 através
de avaliagdo de 163 espigas de polinizagdo aberta da variedade Burr's White para
percentagem de Oleo e percentagem de proteina. Vinte quatro espigas com
percentagem de proteina mais elevada (IHP) e doze espigas com mais baixa
percentagem de proteina foram selecionadas (ILP), juntamente com vinte quatro
espigas e doze espigas que apresentavam niveis de 6leo mais alto (IHO) e mais baixo
(ILO), respectivamente. Posteriormente, o processo seletivo foi dividido em quatro
segmentos: no primeiro segmento houve apenas selecdo massal baseada na
composi¢ao quimica das espigas; no segundo segmento foi realizada selegéo espiga
por fileira;, e nos terceiro e quarto segmentos procederam a sele¢@o recorrente
reciproca. Na geragéo 48, foi iniciada uma selegdo reversa para cada populagéo,
originando: RHP e RLP, sele¢do reversa para alta e baixa percentagem de proteina; e
RHO e RLO, selegdo reversa para alta e baixa percentagem de éleo, respectivamente.

Segundo Dudley, Lambert e Alexander (1974), apés 70 geracgdes de sele¢do, o
contetido de proteina tinha aumentado de 10,9% na populacéo original para 26,6% no
Illinois high protein (IHP). Depois de 76 geracdes de selegao, Dudley (1977) concluiu
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que os limites tedricos para a selegéo n&o tinham sido alcangados e que a frequéncia
do alelo favoravel para percentagem de proteina, na populag&o original, seria menor do
que 0.37 e que o numero de locos difenrenciando IHP e ILP era igual a 122 locos. Apés
90 geragdes de selegdo, Dudliey e Lambert (1991) concluiiram que os limites tedricos
de seleg@o s6 tinham sido atingidos para duas populagdes (ILP e ILO) e estimaram que
a frequéncia do alelo favoravel na populagdo original era igual a 0,32, ligeriamente
menor do que o calculado apds 76 geragdes de selecdo. Além disso,. também foi
estimado por esses autores que o nimero de locos diferenciando IHP e ILP era igual a
173 locos, ligeiramente maior do que o calculado anteriormente para 76 geragbes de
. selecio. Nesse trabalho foi observado que existia uma correlagdo negativa entre
percentagem de amido e percentagem de proteina no grdo da populagdo IHP, o
aumento de um ponto perecentual de proteina correspondia ao decréscimo de 1,50
pontos percentuais em amido. Logo, existia correlagdo negativa entre produgdo de
gréos e percentagem de proteina na populagdo IHP.

2.4 Relagdo entre qualidade nutricional e produtividade

O progresso feito visando aumentar o potencial genético do milho para
melhorar a concentragdo de proteinas na semente e a qualidade nutricional tem sido
limitado devido a existéncia de correlagbes negativas entre produgdo de gréos,
concentragéo de proteina e qualidade nutricional. Como o amido é o maior componente
da semente, esta relagdo adversa é, entdo, uma associagdo essencialmente negativa
entre os conteidos de amido e de proteina que s&o os reservatértios primarios de
carbono e nitrogénio no tecido do endosperma. A proporgdo relativa de amido e
proteinas no endosperma, como por exemplo a relagéo C/N, é determinada pela fonte
de nitrogénio, demanda de reserva e a interagao entre eles (Axtell, 1981).

Existe uma correlacéo positiva entre o acuimulo de zeina e a produgéo em gréo,
sendo assim em niveis ailtos de fertilizagdo de nitrogénio a sintese de zeina é muito
maior no gendtipo normal do que em gendtipos opaco-2. As diferengas na produgio de
grao entre esses dois genétipos torna-se maior com o aumento de nitrogénio, enquanto
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a fragéo nio-zeina aumentou em taxa similar em ambos os genotipos (revisado por
Tsai, 1979a).

A correlagdo positiva entre conteiido de zeina, peso do gréo e producéo de
graos pode ser explicada da seguinte maneira: Os ions de nitrato e aménio sio
absorvidos pela raiz , porém a assimilaggdo de aménia e sua subsequente
interconveng&o em N orgénico, durante o desenvolvimento do grao, requer a
disponiblidade de acidos organicos como por exemplo o acido alfa-cetoglutarico que é
derivado da sacarose. E em resposta as altas concentragdes de aménia uma maior
quantidade de sacarose é translocada a partir das folhas para fornecer energia e
esqueletos de carbono essenciais para assimilagio de aménia e interconvensdes em N
organico. Assim, o movimento de sacarose para os tecidos ricos em N pocde aumentar a
fixacdo de CO; nas folhas. O aumento na eficiéncia fotossintética, e a translocacdo de
compostos nitrogenados e sacarose para dentro do reservatério do grdo, que é
considerado um reeservatorio para fotossintatos deveria promover a sintese de amido e,
logo, aumento da produgdo. Ja que, o nitrato diferente de amdnia pode ser acumulado
sem assimilacdo, a mistura de ions de aménio e nitrato pode funcionar como um tampao
otimizando a utilizagdo de N. A aménia aumenta o movimento imediato de sacarose das
folhas e aumenta a eficiéncia fotossintética, enquanto o nitrato funciona como uma
reserva de nitrogénio para ser reduzida mais tarde pela nitrato e nitrito redutase antes
da assimilagdo. Esses componentes nitrogenados séo estocados temporariamente nas
folhas durante o periodo de crescimento vegetativo. Aproximadamente 60% do N final
presente no grao esta armazenado nas folhas e 40% é obtido do solo. Apenas uma
pequena quantidade de N no gréo pode resultar de aminoacidos livres, o que gera um
potencial osmético a favor da agua , mas reduz o movimento de soluto dentro do grao.
Entéo, a resposta da produgdo de grdo a feritilizacdo nitrogenada é aumentada pela
presenca de um grande reservatério de nitrogénio no grdo. Como as zeinas e glutelinas
constituem aproximadamente 80% das proteinas do grdo elas séo consideradas o maior
reservatorio de nitrogénio. No entanto, ao contrario das glutelinas, a zeina é a maior
proteina de reserva e sua sintese pode ser manipulada prontamente pela fertilizagsio
nitrogenada, sendo esta ultima positivamente relacionada com a produgdo de grios
(revisado por Tsai, Huber e Warren, 1978).
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Como zeina ¢ deficiente em lisina e triptofano, aminodacidos essenciais na dieta
de humanos e animais monogastricos, a sintese de uma quantidade maxima de zeina
sob altos niveis de fertilizante pode aumentar a produgdo de gréos, mas reduzir a
qualidade nutricionai. Segundo Tsai, Huber e Warren (1980), em grios normais, esses
dois aminoacidos essenciais, assim como a percentagem de proteina, decresceram com
o aumento do nivel de fertilizante. O decréscimo na qualidade nutricional com
fertilizagao nitrogenada foi um resultado da sintese preferencial de zeina no endosperma
normal. O mutante opaco-2, por outro lado, falhou em depositar nitrogénio adicional nas
zeinas, logo os aminoacidos na percentagem de proteina basica permaneceram
constantes indiferentes ao nivel de nitrogénio. Apesar de genétipos mutantes conterem
mais lisina e triptofano do que o normal em base de percentagem, a producio desses
aminoacidos em base de area(Kg/ha) eram comparaveis.

Por outro lado, a selegdo meramente baseada em individuos que acumulam
grandes quantidades de zeina em um dado nivel de fertilizante nitrogenado pode n3o
maximizar o potencial de produgcdo de grios. A percentagem de zeina pode ser
negativamente correlacionada com a produgéo de gréos entre os hibridos (revisado por
Tsai, Huber e Warren, 1980). O cultivar llinois High Protein que contém
aproximadamente 27% de proteina, com a zeina sendo o principal componente (Dudley,
Lambert e Alexander, 1974), € um bom exemplo, pois a sintese de uma grande
quantidade de proteina neste cultivar levou & diminuigdo no acumulo de amido
resultando em produgao reduzida.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Neste estudo foram utilizados individuos F, do cruzamento entre CMS52-QPM
(“Quality Protein Maize™) x IHP (“lllinois High Protein”). A populagdo experimental
CMSS52 é uma variedade sintética precoce, semi-dentada e amarela que foi originada
do intercruzamento de 12 linhagens QPM elite desenvolvidas pelo programa de
melhoramento de milho de alta qualidade nutricional do Centro Nacional de Pesquisa
de Milho e Sorgo, EMBRAPA - Sete Lagoas, MG. Esta populagio contém a mutagéo
opaco-2, que eleva a qualidade nutricional do grdo do milho (Mertz, Bates e Nelson,
1864), e genes modificadores que mantém a qualidade fisica do endosperma (Lopes,
1993). A populagédo IHP foi originada de um processo seletivo iniciado em 1896 pela
andlise de 163 espigas da variedade de polinizagdo aberta “Burr’s White” para
aumento da quantidade de proteina total no endosperma do grdo do milho (Dudley,
1977).

Uma vez que o fenétipo do endosperma pode ser afetado por condi¢Oes de
fertilidade do solo, optou-se por plantio no verdo em area homogénea de solo aluvial
fertil. Adubac&o de base e de cobertura foram realizadas de acordo com resultados de
analise de solo visando proporcionar condigdes 6timas para o desenvolvimento das
plantas. Trés fileiras de cinco metros foram plantadas com as sementes do hibrido
interpopulacional, sendo covas espacadas em 20cm e uma semente depositada em
cada uma.

Sementes do hibrido F1 obtido do cruzamento entre CMS52-QPM (“Quality
Protein Maize”) x IHP (*lilinois High Protein”) foram semeadas. O plantio foi realizado
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em area experimental do CNPMS/EMBRAPA em Setembro de 1995. Cada planta F,
foi autofecundada e espigas individuais F, foram colhidas em janeiro de 1996.
Sementes acerca de 2cm da base e da ponta de cada espiga F. foram descartadas
por serem, normalmente, néo representativas da populagdo. Para este estudo, cinco
espigas F2,bem formadas, foram selecionadas com o objetivo de obter um amostra
representativa da variabilidade genética presente em toda populagéo de individuos F,.
Essas espigas segregavam para o fenétipo opaco-2 (contribuicdo do genitor CMS52
QPM) na proporg&o de 3 gréos vitreos: 1 grao semi-opaco. E importante ressaltar que,
devido ao fato do genitor CMS52 QPM conter genes modificadores que levam a
producé@o de endosperma vitreo em mutantes opaco-2, as progénies F, de fenétipo
opaco-2 também segregam para modificagdo do endosperma (Lopes, 1993). De cada
espiga F, selecionada, vinte gréos foram selecionados para analise, sendo dez gréos
semi-opacos e dez graos normais(Figura 1). Assim foram constituidos cinco bulks F,
diferentes, cada um contendo uma mistura de vinte sementes, dez de fenétipo semi-
opaco e dez de fendtipo normal. Os bulks F, foram identificados como, 1, 4, 6, S e 10
mantendo a numeragio dada no momento da colheita. Para o preparo das amostras
utilizou-se um bisturi a fim de remover o embri&o e escutelo dos graos individuais. A
maceragéo do endosperma e todas as analises posteriores foram feitas grao a gréo,
pois na geragdo F os individuos sdo0 geneticamente diferentes entre si.

Para este estudo foi também utilizada a populagdo experimental de
polinizagéo aberta CMS475 QPM, uma populagéo precoce originada da introgresséo
de 25% da populagdo lllinois High Protein (IHP) na populagdo CMS52 QPM (75%). A
populagéo resultante foi selecionada para apresentar, dentre outras caracteristicas
agrondmicas desejaveis, grdos amarelos do tipo semidente. CMS475 QPM foi
sintetizada com o objetivo de se desenvolver genétipos de alta qualidade nutricional
com capacidade de acumulo de elevadas quantidades de proteina no endosperma.
Esta populacdo oferece também a oportunidade de se estudar fatores que controlam
acumulo de proteinas de alto valor nutritivo no endosperma do milho.

Duzentas e trinta e uma familias S1 foram obtidas por autofecundacdo da
populagdo CMS475 QPM. De cada familia S1 foram selecionados vinte grdos semi-
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Figura 1 — Selecao visual de vinte grdos de cada amostra F, , sendo dez graos de
fendtipo semi-opaco (a direita) e dez gréos de fenotipo normal (a

esquerda).
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opacos, dos quais se retirou o embrido e escutelo, conforme anteriormente descrito.
Os endospermas dos vinte gréos selecionados foram posteriormente moidos em

moinho tipo ciclone e o p6 obtido foi armazenado & temperatura ambiente.

3.2 Caracterizagdo bioquimica das proteinas do endosperma

3.2.1. Extrago e fracionamento das proteinas do endosperma

3.2.1.1. Obtengéo das fragOes zeina e ndo-zeina

Pesaram-se 50 mg do endosperma moido e adicionou-se &s amostras 1 ml de
tampao borato (Borato 12,5 mM pH 10,0; 1% SDS; 2% 2-mercaptoetanol). A seguir, as
amostras foram homogeneizadas em vortex (Genie 2) para ressuspender o tecido no
tamp&o de extracéo e foram agitadas vigorosamente durante a noite, & temperatura
ambiente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g em
microcentrifuga (Eppendorf modelo 5415) por 15 minutos. Do sobrenadante, composto
de proteinas totais do endosperma, foram pipetados 300ul para microtubos eppendorf
de 1,5 ml e adicionou-se 700u! de isopropanol. Apds homogeneizagio em vortex
(Genie 2), as amostras foram incubadas a 37°C, em banho-maria, por uma hora, para
promover a precipitacdo da fragdo néo-zeina, de acordo com Wallace et al. (1990).
Em seguida as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g em microcentrifuga
(Eppendorf modelo 5415) por 15 minutos. O sobrenadante, com volume final de 1000
uL representado pelas zeinas, foi transferido para outro microtubo e seco em
centrifuga a vacuo (HETO Equipments) por aproximadamente 5 horas.
Posteriormente, as amostras foram ressuspendidas em 50 ul de tamp&o da amostra
1X (Tris 62,5 mM, pH 6,8; SDS 2,0%; glicerol 10%; 2-Bmercaptoetanol 5%; azul de
bromofenol 0,5%) e fervidas por 5 minutos para solubilizar as proteinas. O precipitado,
representado pelas n&o-zeinas, foi seco a temperatura ambiente, ressuspendido em

50 nl de tampao da amostra 1X e as amostras foram fervidas por 5 minutos.
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3.2.2. Eletroforese das fragSes protéicas em gel de poliacrilamida

Os polipeptideos que constituem as fragdes zeina e néo-zeina dos genitores
CMS52 e IHP e dos individuos F, foram separados eletroforeticamente em géis
gradiente de poliacrilamida. A distribuigdo dos individuos F, e dos genitores nos géis
de poliacrilamida esta apresentada nas Figuras 1A a 20A. E valido ressaltar que, os
genitores foram analisados junto a cada bulk F2, sendo os mesmos considerados
como padrao.

Os geéis de poliacrilamida foram preparados em sistema desnaturante
descontinuo (Laemmli, 1970) consistindo de dois sistemas, o gel empilhador e o gel
separador. O primeiro continha Tris 0,125M pH 6,8, SDS 0,1% e acrilamida 6%,
enquanto o segundo continha Tris 0,375M pH 8,8, SDS 0,1% e gradiente de
acrilamida de 7,5 a 18%. A separacao eletroforética foi realizada em cuba vertical Bio-
Rad em tamp&o de corrida (Tris 0,5M, pH 8,8; glicina 1,92M, pH 8,3 e SDS 0,1%) com
voltagem inicial de 100 volts até que o azul de bromofenol penetrasse no gel
separador e, posteriormente, a 40 volts para as zeinas e 50 volts para ndo-zeinas,
durante a noite. Aplicou-se o equivalente a 2,4mg de endosperma (8ul) das amostras
de zeinas e para as ndo-zeinas aplicou-se 0 equivalente a 7,5mg de endosperma
(25ul da amostra).

Os geis foram corados com Coomassie Brilliant Blue (Coomassie Brilliant Blue
R-250 0,15% plv; etanol 50%; acido acético 10%) durante o dia e descorados em
solugéo contendo etanol 5% e acido acético 10%, para visualizagdo das bandas.

Os polipeptideos das fragbes protéicas do endosperma separados
eletroforeticamente em géis gradiente de poliacrilamida, foram analisados através de
varredura em densitdmetro a laser (Personal Densitometer S| - Molecular Dynamics).
Cada polipeptideo das fragSes zeina e ndo-zeina foi devidamente numerado para
facilitar analise comparativa entre individuos da geracéo segregante. Esta analise esta
baseada na intensidade de coloragdo por Commassie blue brilhante. Tal intensidade
de coloragéo € equivalente a concentragéo de cada polipeptideo e, por isso os valores
de absorbancia, obtidos com o auxilio do Image Quant Program (Personal
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Densitometer SI - Molecular Dynamics), foram utilizados para o célculo do percentual
de cada polipeptideo pertencente &s fragdes zeina e ndo-zeina.

3.2.3. Delineamento estatistico

Para analisar os valores de absorbéancia (obtidos por densitometria a laser) das
fragdes protéicas (zeina e ndo-zeina) presentes no endosperma dos genitores CMS52
e IHP e dos individuos F,, foi utilizado o delineamento em blocos aumentados. Esse
delineamento foi escolhido porque a pequena quantidade de material obtido de cada
individuo F, impediu a repeticdo dos tratamentos e, ele permitia andlise de
tratamentos ndo repetidos, apesar de ocorrer aumento no erro padrdo das médias,
diminuindo a precisdo da andlise. Os tratamentos ndo repetidos sdo chamados de
regulares (individuos F,) e os tratamentos repetidos s&o denominados de comuns
(genitores).

A analise de variancia em blocos aumentados foi realizada com o auxilio do
programa MAPGEN, desenvolvido pelo professor da Universidade Federal de lavras,
Daniel Furtado Ferreira.

3.2.4. Imunoblots (“Western blots”) com anticorpos especificos para zeinas

Esta técnica foi utilizada para confirmar as diferengas observadas nos géis de
poliacrilamida, entre os genitores (CMS52 e |HP), no que se refere as proteinas de
reserva alfa-, beta- e gama-zeinas. Os polipeptideos da fragdo zeina foram
separados em quatro géis de acrilamida 12,5% contendo SDS, como descrito
anteriormente (Laemmli, 1970). A extragido de zeinas foi realizada como descrito
anteriormente. Em cada canaleta do gel de acrilamida foram aplicados 1pl do extrato
de zeina, que é proteina de reserva equivalente a 0,6mg do endosperma. Em cada
gel, os genétipos foram repetidos quatro vezes. A separagdo eletroforética foi feita em
cuba vertical Bio-Rad a 100V durante aproximadamente 2 horas.
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As zeinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose usando os

sistemas de transferéncia semi-seco e submarino para mini-géis (BioRad).
Primeiramente, 6 folhas de papel Whatmann 3M e a membrana de nitrocelulose foram
cortadas do mesmo tamanho do gel e incubadas em solucdo TGM 1X (0,25M Tris,
1,92M glicina e 20% metanol). O gel de acrilamida foi incubado em solucdo de TGM
1x sob agitacdo durante aproximadamente 10 minutos. Para montagem do blot de
transferéncia foram colocadas 3 folhas de papel Whatmann 3M no aparato e, sobre
elas, foi colocada a membrana de nitrocelulose. O gel foi colocado sobre a membrana
de nitrocelulose, tomando-se o cuidado para se evitar friccdo excessiva da membrana
com o gel, o que leva a transferéncia irregular de proteinas. Foram colocadas 3 folhas
de papel Whatmann 3M sobre a membrana e a transferéncia foi realizada durante 1
hora a 200 mA, conforme instrugcdes do fabricante.

Apés a transferéncia as membranas foram incubadas sob agitacdo com
soluggo TBS - Skin -Milk 5% (0,50M Tris, 1,50M NaCl, pH 7,5 e 5% de leite
desnatado), suficiente apenas para cobri-las, durante 5 minutos. Este processo foi
repetido 3 vezes. Cada membrana foi incubada com o anticorpo primario respectivo
(alfa, gama ou beta-zeina) durante uma noite, na diluigdo de 1:1000 (10ul de
anticorpo, 10 ml de solugdo TBS - Skin - Milk). Apds incubagdo com o anticorpo
primario, as membranas foram lavadas com solugdo TBS pH 7,5, durante 5 minutos,
por trés vezes, sendo posteriormente incubadas com o anticorpo secundario (anti IgG
de coelho conjugado com a enzima peroxidase) diluido 1:3000, durante
aproximadamente 1 hora. Em seguida as membranas foram lavadas trés vezes com
soluggo TBS pH 7,5 durante 15 minutos cada. Na Uultima etapa foi adicionado o
reagente de coloragdo, substrato para a enzima peroxidase (60mg 4-cloro-1-naftol,
20ml de metanol, 60ul de peréxido de hidrogénio e 100ml TTBS pH 7,5). As
membranas foram incubadas até o desenvolvimento completo de cor, e o processo foi
interrompido com adi¢do de agua destilada sobre as membranas.

A transferéncia no sistema submarino foi realizada em cuba Mini trans blot
eletrophoretic transfer cell Bio Rad e para o sistema semi-seco foi utilizado o aparato

Trans Blot SD semi-dry eletrophoretic transfer cell Bio Rad.
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3.2.5. Analises das sequéncias génicas que codificam as proteinas de reserva, alfa-,
beta- e delta-zeinas

As possiveis diferengas entre sequéncias de DNA que codificam as proteinas
de reserva alfa-, beta- e delta-zeinas nos gendtipos, IHP e CMS52 QPM foram
analisadas através da técnica de “Southern blot’. As anélises foram feitas utilizando
os protocolos descritos por Brondani (1993), com algumas modificacées.

3.2.5.1. Origem e Manutencao das Sondas de DNA

As sondas de cDNA utilizadas neste estudo correspondem a clones de alfa-
zeinas de 22, 19, 14 e 10 kD, os quais foram obtidas dos bancos de sondas do “Maize
Genome Database - MaizeDB” da Universidade de Missouri, EUA. Os cDNAs
clonados em plasmideos sdo mantidos em Escherichia Coli preservada em estoques
de glicerol, acondicionados a -80°C. Para marcacdo das sondas, sdo utilizados
plasmideos preparados a partir de cultura de células transformadas ou a partir da
introdugéo da bactéria transformada diretamente na reagéo de marcacéo.

3.2.5.2. Marcagao das Sondas

A marcagdo das sondas foi realizada por meio da Reagdo em Cadeia da
Polimerase - PCR (“Polymerase Chain Reaction”) por incorporagio de
desoxinucleotideos dUTPs marcados com digoxigenina. Cada reacéo (100 pl) foi
composta de tamp&o PCR 1X (Tris-HCI 100mM, pH 8,6; KCl 500mM, 1mM de MgCis,
0,15 de gelatina), 50uM de cada um dos desoxirribonucleotideos fosfato (dATP, dCTP,
dGTP); 48,75uM de dTTP; 1,25uM de Dig-dUTP; 1,6 unidades de Taq polimerase;
0,2uM dos oligonucleotideos iniciadores (“primers”), 100ng do plasmideo contendo o
inserto (ou 1ul da bactéria transformada). As reacdes foram efetuadas em

termociclador Perkin-Elmer Cetus modelo 9600, utilizando um ciclo de desnaturagédo
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inicial a 94°C por um minuto, seguido de 25 ciclos sucessivos, sendo que cada ciclo
compreendia uma etapa de desnaturagdo do DNA (um minuto a 94°C), uma etapa
para o pareamento do iniciador (dois minutos a 55°C) e uma etapa de alongamento
(dois minutos a 72°C). Apds os 25 ciclos, era efetuada uma etapa de um minuto a
72°C para o alongamento final. As amplificagdes foram confirmadas por eletroforese a
partir de 1 a 5 ul das amostras resultantes. Nos casos em que ndo se obteve produto,
novas amplificagSes foram realizadas alterando-se o tempo de polimerizagdo (72°C)
e/ou as concentragbes de MgCl..

3.2.5.3. Obtengao do Tecido Vegetal

Para fins de extragio de DNA, foram coletadas folhas tenras de pelo menos
25 plantas de cada material a ser analisado. Os materiais foram acondicionados em
sacos plasticos imediatamente apds a colheita, identificados e transportados sob gelo
até o laboratério, onde foram congelados em nitrogénio liquido, liofilizados e
armazenados a - 85°C até o momento do uso.

3.2.5.4. Extrag@o do DNA Gendmico

Aproximadamente 700mg do material vegetal foram macerados em nitrogénio
liquido sendo o DNA extraido pelo método do CTAB, segundo metodologia
desenvolvida por Saghai-Maroof et al.(1984) e modificada pelo Laboratério de Biologia
Molecular do Nucleo de Biologia Aplicada do CNPMS. A modificagdo introduzida
constitui-se da extracdo do DNA do tecido macerado em tampdo CTAB duas vezes
concentrado (Tris-HCL 200mM, pH 8,0 contendo NaCl 1,4M ; EDTA 20mM, pH 8,0;
CTAB 2% plv e 2-mercaptoetanol 2% viv). O tecido macerado foi homogeneizado com
10 ml de tamp&o em tubos de polipropileno com 50ml de capacidade e incubado
durante uma hora & 65°C, com cuidadosa agitagéo por inversdo a cada 10-15 minutos.
ApoOs esse periodo, o homogenato foi resfriado & temperatura ambiente e 10ml de

cloroférmio:octanol (24:1) foram adicionados. A mistura foi homogeneizada por
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inversdo durante 10 minutos e centrifugada durante 15 minutos a 6000 x g. A fase
aquosa foi pipetada para tubos de vidro com tampa e 0,6 volumes de isopropanol a -
20°C foram adicionados. A solugdo foi homogeneizada por cuidadosa inversdo até
ocorrer precipitagdo do DNA. O DNA precipitado foi coletado com anzol de vidro para
tubos de ensaio contendo 3ml de TE pH 8,0 (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM), sendo
armazenado a 4°C durante a noite. Apés uma noite foi adicionado a solugao 150uL de
NaCl 5M e 3ml de etanol para promover nova precipitacdo do DNA. O DNA precipitado
foi removido com anzol de vidro e foi transferido para outro tubo contendo 2ml de 75%
de etanol e acetato de sodio 0,2M e incubado por, pelo menos 30 minutos a
temperatura ambiente. Apos esse periodo, o DNA foi lavado duranté alguns segundos
em 1ml de 75% etanol e acetato de amodnio 10mM e transferido para microtubos
contendo 500 ul de tamp&o TE pH 8,0. O DNA foi ressuspendido durante uma noite, a
4°C, antes do uso. As amostras foram armazenadas a 4°C e, a cada uso,
centrifugadas a 16000 x g, a 4°C, durante 10 minutos, sendo utilizadas apenas as

aliquotas pipetadas da superficie.
3.2.5.5. Quantificagdo e Diluicdo das Amostras de DNA

As amostras foram diluidas 100x com TE pH 8,0 e quantificadas em
espectrofotometro (Hitachi U 1100), nos comprimentos de ondas 260 e 280mm. Os
calculos de concentragdo foram realizados como na formula abaixo, considerando-se
uma unidade de densidade 6ptica igual a 50 mg/ml. Em funcéo da diluicdo utilizada, a
concentracdo em mg/ml reduziu-se & leitura de 260 nm. O grau de pureza foi
calculado pela raz&o Agso/Az. Ambos os calculos foram realizados segundo manual
do CIMMYT (1994). Apds quantificagdo, todas as amostras do mesmo lote foram

diluidas com TE para a concentracdo da amostra menos concentrada.

leitura a 260nm x fator de diluicao x 50ug / ul
1000 x 5

Hg/ul =
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Além disso, também foi avaliado o grau de pureza através da seguinte
formula:

leitura a 260nm

de pureza =
sraudep leitura a 280nm

3.2.5.6. Digestéo do DNA com Enzimas de Restrico e Eletroforese

Cerca de 30 ug de DNA de cada material foi digerido com as enzimas de
restricdo Bam HI , Eco RI e Hind lll, utilizando-se 2,5 unidades de enzima por ug de
DNA. A digestéo foi realizada por pelo menos 16 horas a 37°C. O material digerido foi
submetido & eletroforese em gel de agarose 0,8% submerso em tampdo TAE (Tris-
acetato 0,04M; EDTA 1mM) por uma noite, a 20mA. Para visualizagdo das bandas de
DNA apds a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio. Depois de
corados, os géis foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados.

3.2.5.7. Transferéncia do DNA para Membranas de Nailon

Apos eletroforese, o gel foi incubado por uma hora, sob agitacdo, em solugdo
de desnaturagdo (NaOH 0,4M; NaCl 0.6M) e, em seguida, em solucao de
neutralizagdo pH 7,5 (Tris 0,5M, NaCl 1.5M) por um periodo de uma hora. As
membranas de nailon (MSI Corporation) foram incubadas em agua destilada por 5
minutos e depois em solugdo 2X SSC (NaCl 3M, citrato de sédio 0.3M) por 5 minutos.
O DNA foi transferido do gel para membrana por meio de fluxo capilar na presenca do
tampdo de transferéncia (acetato de aménio 1M, NaOH 20mM). Numa bandeja, de
vidro do tipo “Pirex’, nivelada na bancada e cheia pela metade com solugdo de
transferéncia, foi colocada uma esponja com dimensées iguais ao comprimento do gel
e maiores que sua largura. Sobre esta esponja, foi apoiada uma folha de papel 3MM
com as mesmas dimensGes do gel. O gel foi colocado sobre esta esponja em posicao
longitudinal e com a superficie superior voltada para baixo. A membrana, das mesmas
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dimensGes do gel, foi posicionada sobre 0 mesmo de uma Unica vez. Sobre a
membrana, foi colocada uma folha de papel 3MM com as mesmas dimensdes do gel e
da membrana. As bolhas de ar foram expulsas rolando-se uma pipeta sobre o
conjunto. Finalmente foi colocada sobre todo o conjunto uma pilha de papel
absorvente, cortado nas dimensdes anteriores, que garantiam o fluxo capilar
ascendente. Apos cerca de 24 horas a membrana foi lavada em 2x SSC (3 M NaCl;
0,3 M citrato de sddio) durante 5 minutos. O DNA foi, entdo, imobilizado na membrana
por 3 horas, a 95°C, em estufa. Apds fixacdo, as membranas foram mantidas entre
folhas de papel de filtro 3MM secas, colocadas em sacos plasticos e armazenadas a

4°C ou imediatamente utilizadas para hibridac&o.

3.2.5.8. Pré-hibridacéo, Hibridagdo e Deteccio do Sinal.

As membranas foram pré-hibridadas em solucdo de hibridagéo (SSC 5X, 0,1%
do reagente de bloqueio, sarcosil 0,1%, SDS 10%) em forno de hibridagdo (Techne
Hybridiser HB - 1D) a 65°C. Apds duas horas, as membranas foram incubadas em
nova solucdo de hibridagdo, agora contendo 80 ng/ml de sonda previamente
desnaturada, marcada com digoxigenina. A hibridacdo foi realizada a 65°C por 18
horas em forno de hibridagdo conforme descrito para a pré-hibridacdo. Apos a
hibridacdo as membranas passaram por um processo sucessivo de lavagens tal como

segue:

e duas vezes em solugdo 0,15 X SSC; SDS 0,1% por 5 minutos, a temperatura
ambiente (TA);

e duas vezes em solucéo 0,15X SSC; SDS 0,1%, por 30 minutos, a 65°C;

e uma vez em tampao 1 (Tris-HCI 0,05 M pH 7,5; NaCl 0,15 M) por 5 minutos 2 TA;

° uma vez em tampao 2 (Tris-HCI 0,05 M pH 7,5; NaCl 0,15 M; 0,2% de reagente de

blogueio) por 30 minutos a TA;
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¢ uma vez em tampao 2 contendo o anticorpo contra digoxigenina, conjugado com
fosfatase alcalina (Boheringer Mannheim), na concentragéo de 1ul para 15 mi de
tampao 2, por 30 minutos, a TA;

e trés vezes em tampao 2, por 10 minutos, a TA;

¢ duas vezes em tamp&o 1, por 15 minutos, a TA;

¢ uma vez em tamp&o 3 (Tris-HCI 0,05M pH 9,5; NaC! 0,1M; MgCl, 0,05M), por 5
minutos, a TA.

Apbs as lavagens aplicou-se & superficie das membranas 1ml da solugado do
substrato AMPPD (Tropix Co), na concentragdo de 10 pl/iml de tampdo 3. As
membranas foram previamente colocadas em folders proprios para sistemas de
deteccio de DNA (Gibco BRL). Estes folders foram colocados em contato com filme
de raio-X em camara escura por 18 horas: Ap6s esse periodo, os filmes foram imersos
em solucéo de revelagdo (Kodak GBX developer); em solugdo fixadora (Kodak GBX
fixer), enxaguados em agua destilada e secos & TA, obtendo-se assim as
autoradiografias com os padrdes de bandas de RFLP para analise.

Apbs a revelagéo do filme, a sonda contida na membrana foi removida com
tratamento em 2X SSC por 15 minutos & TA, seguido de tratamento em solugdo
NaOH 0,2M, SDS 0,1%, a 37°C, por 15 minutos e, finalmente, em TE por 5 minutos.
Quando néo utilizadas imediatamente apés a remogdo das sondas, as membranas
foram armazenadas em TE a 4°C.

3.3 Selecéo de gendtipos de alta qualidade nutricional baseada no contetudo de
proteinas do endosperma.

3.3.1. Analise Espectrofotométrica das Proteinas do Endosperma

3.3.1.2. Anélise espectrofotométrica da proteina total do endosperma.

Para analise espectrofotométrica em placas de Elisa, proteinas totais do

endosperma foram extraidas conforme descrito em 3.2.1.1. Primeiramente, colocou-se
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100ul de tampéo borato em todas as canaletas, sendo em seguida adicionados 50ul
de &cido tricloroacético (TCA) 70%. Adigdo de TCA promoveu a precipitagdo das
proteinas resultando na formagdo de um coagulo leitoso. Em seguida, adicionou-se
150ul do extrato de proteina total apenas na primeira canaleta. A mistura foi entdo
homogeneizada e 150ul de cada amostra foram sequencialmente transferidos para as
canaletas seguintes, gerando diluicGes em série. Ao final, 150ul da ultima canaleta foi
descartado de forma que todas as canaletas apresentaram um volume final igual a
150ul (Figura 2). Os valores de absorbancia das amostras foram obtidos em
espectrofotdmetro modelo Labsystem Multiskan MS tipo 352 a 605nm. Neste tipo de
analise, o valor de absorbancia aumenta com a quantidade de proteinas coaguladas,
e por esta raz&o é um indicador indireto da quantidade total de proteinas no extrato.

3.3.1.3. Anadlise espectrofotométrica da fragdo néo-zeina do endosperma.

Para andlise espectrofotométrica de nao-zeinas em placas de Elisa, proteinas
totais do endosperma foram extraidas conforme descrito em 3.2.1.1. Inicialmente,
adicionou-se 210ul de etanol 95% e 90ul do extrato de proteina total apenas nas
primeiras canaletas da placa de elisa, incubando-se a mistura a temperatura de 37°C
por 30 minutos. Em seguida adicionou-se 210ul de etanol 95% a todas as canaletas
restantes da placa de elisa.

Apds homogeneizacdo da mistura das primeiras canaletas, 90ul de cada uma
dessas amostras foram transferidas paras as canaletas subsequentes. Esse processo
foi sucessivamente repetido, sendo descartada a aliquota de 90ul restante da ultima
canaleta. Ao final do processo de diluicio, todas as canaletas continham 210ul.

Os valores de absorbancia das amostras foram obtidos em espectrofotdmetro
modelo Labsystem muitiskan MS tipo 352 a 605nm e, semelhantemente ao descrito no
item 3..3.1.2, o valor de absorbancia aumenta com a quantidade de nio-zeinas
coaguladas, e por esta raz&o é um indicador indireto da quantidade dessa fragdo

protéica no extrato.
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Figura 2 ~ Esquema ilustrativo da precipitagéo do contetido de proteina total presente
no endosperma do milho, com a utilizagdo de TCA 70%, para posterior

andlise espectrofotométrica.
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3.3.1.4. Obtengéo do conteudo de albuminas e globulinas presentes no endosperma.

Foram pesados 50mg de endosperma finamente moido o qual foi colocado em
tubo eppendorf de 1,5ml, e a este foi adicionado 500ul de solugéo de extracdo (NaCl
0,5M). As amostras foram homogeneizadas rapidamente em vortex (Genie 2). Entao, a
mistura foi colocada a 4°C sob agitagdo durante uma hora, sendo posteriormente
centrifugada a 16.000 x g em microcentrifuga (Eppendorf modelo 5415) por 10
minutos. O sobrenadante, que continha as albuminas e globulinas, foi transferido para
outro tubo eppendorf e ao pellet restante foi adicionado 250ul de solugéo de extragao.
As amostras foram novamente homogeneizadas e colocadas sob agitacdo a 4°C por
mais uma hora. Depois foram centrifugadas como descrito anteriormente e o
sobrenadante foi transferido para o tubo de eppendorf que armazenou a extracdo
anterior.

3.3.1.5. Andlise espectrofotométrica da fragéo composta de albuminas e globulinas do
endosperma.

A precipitacdo desta fragdo protéica foi realizada em placa de elisa.
Inicialmente foram adicionados 100ul de TCA 70% e 200ul do extrato de albuminas e
globulinas apenas nas primeiras canaletas da placa de elisa. Em seguida, adicionou-
se 200yl de &cido tricloroacético 70% a todas as canaletas restantes da placa de elisa
e ap6s homogeneizag&o da mistura presente nas primeiras canaletas, 200ul de cada
uma dessas amostras foram transferidas paras as canaletas subsequentes. Esse
processo foi sucessivamente repetido, sendo descartado aliquota de 200u! da ltima
canaleta, dessa forma todas as canaletas apresentavam 100ul. Os valores de
absorbancia das amostras foram obtidos em espectrofotdmetro modelo Labsystem
multiskan MS tipo 352 a 492nm, e, semelhantemente ao descrito no item 3.3.1.2, este
valor aumenta com a quantidade de albuminas e globulinas coaguladas, e por esta

razao é um indicador indireto da quantidade dessas proteinas no extrato.
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3.3.2. Determinagéo do nitrogénio total presente nas proteinas do endosperma

A determinac&o do nitrogénio total contido no endosperma de grios F, obtidos
do cruzamento CMS52 X IHP e para metade das amostras de endosperma das
familias S1 obtidas da populagdo CMS475 QPM foi realizada via Andlise de Inje¢ao de
Fluxo - FIA descrito por Stewart et al. (1976). Andlise das amostras de endosperma
das familias S, restantes foi realizada pelo método Kjeldahl em funcéo de problemas
de ordem técnica. Em ambos os métodos, o nitrogénio da amostra é guantitativamente

-

transformado em amonio por meio de digestéo acida.

a) Analise de Injegao de Fluxo

Pesaram-se 100mg da amostra triturada para tubos digestores de 100ml, onde
adicionou-se aproximadamente 1,300g de catalisador, que corresponde a 500g de
sulfato de potassio e 5g de selénio (100:1) e 3ml de &cido sulfurico concentrado. Ao
final desta etapa forma-se sulfato de aménio na reagdo. O processo de digestao foi
realizado em bloco digestor no interior de uma capela a 370°C durante
aproximadamente 1 hora. Depois que as amostras atingiram temperatura ambiente
seu volume foi completado e as amostras foram homogeneizadas. Neste momento foi
adicionado as amostras fenol, hidréxido de sédio 4M, nitroprussiato de sdédio e
hipoclorito de sédio. O aménio é determinado através da reacdo de Bertholet com
espectrofotometria do composto indofenol azul. Nitroprussiato atua como catalizador.
O valores de absorbancia foram obtidos em espectrofotdmetro Spectronic 21 modelo
DV a 630nm. Anteriormente a esta leitura o aparelho foi calibrado com uma solugéo
que continha todos os reagentes, exceto a amostra. A percentagem de proteina foi

obtida de acordo com a formula descrita abaixo:

%N= (ml de HCI do branco) x normalidade do HCI x 14.007 x 100/ mg da amostra
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%P= %N x 6,25

b) Método Micro-Kjeldahl

Esta analise € dividida em trés etapas: digestao, na qual o nitrogénio é
transformado em amoénia; destilagdo, em que a amonia é separada e recolhida em
solugcdo receptora; e titulacdo, que corresponde a determinacdo quantitativa da
amonia contida na solugdo receptora.

A digestéo foi realizada seguindo os mesmos passos do método anterior. Na
destilac&o, o sulfato de aménio que foi formado durante a digestado foi tratado com
hidroxido de sédio 10M ocorrendo liberacdo de aménio que foi recebido em
Erlenmeyer contendo 1ml de &cido bérico concentrado. A titulagdo que corresponde a
ultima fase foi realizada com acido sulfirico 0,02N em pH 7,0. O aparelho foi calibrado
com uma amostra que continha todos os reagentes exceto a amostra. A percentagem

de proteina da amostra foi obtida com base na seguinte formula:

%N= F(B - S)/ mg da amostra

onde:
F: fator de diluicao;
B: porcentagem de transmitancia do branco;

S: porcentagem de transmitancia da amostra

%P= %N x 6,25

3.3.3. Determinagdo da percentagem de triptofano presente nas proteinas do

endosperma

A determinacdo do triptofano foi realizada de acordo com o método
colorimétrico para analise rapida de triptofano, descrito por Opienska-Blsauth et al.

(1963) e modificado por Hernandez e Bates (1969). Este método é baseado na reagdo
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Hopkins-Cole, no qual uma molécula de acido glioxilico e duas moléculas de triptofano
formam um componente colorido com absorgéo maxima a 560nm.

Pesaram-se 40mg de endospermas finamente moidos que foram colocados
em tubos de hidrolise, onde se adicionou 2ml de 0,1M de acetato de sédio pH 7,0 e
papaina. A mistura foi incubada em estufa a 63°C por 16 horas, homogeneizando-se
em vortex (Genie 2) de trés a quatro vezes. O hidrolisado foi retirado da estufa,
deixado resfriar a temperatura ambiente e centrifugado a 2.500 rpm por 5 minutos em
microcentrifuga Eppendorf modelo 5415C. Pipetou-se 1ml do hidrolisado para um tubo
de ensaio, adicionando-se a este 4 ml do reagente C, que consiste de uma mistura
volume por volume do reagente A (270mg de FeCls.6H,0 dissolvido em 500ul H.O e
diluido para 1L com &cido acético glacial) e do reagente B (4cido sulfirico 30N). Esta
mistura foi homogeneizada vigorosamente em vortex (Genie 2) e incubada novamente
a 67°C por 15 minutos para desenvolvimento da coloracao. Os valores de absorbancia
das amostras foram obtidos em espectrofotdmetro Spectronic 21 modelo DV a 560nm,
sendo o aparelho primeiramente calibrado com uma solugéo (branco) que continha
todos os reagentes exceto a amostra. O contetido de triptofano foi obtido a partir da
seguinte férmula:

_ (50,00xAbs) — 0,018

%
i %proteina

3.3.4. Eficiéncia de selegdo

Como o objetivo de verificar a coincidéncia de selegio existente entre o
método proposto nesse trabalho, e os métodos normalmente utilizados, para
determinar a quantidade de proteina acumulada no endosperma e a qualidade
nutricional dos materiais avaliados, a eficiéncia de selegdo foi calculada utilizando a

expresséo descrita abaixo, considerando intensidade de seleg¢ao igual a 20%.
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A-C

x 100

ES.=

onde:

A - numero de genétipos comuns as duas selegées;

B - ndmero de gendtipos selecionados em cada método;

C - nimero de gendtipos em comum nas duas selegées, unicamente devido ao acaso,

ou seja, 10% de B.



4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagéo bioquimica e genética das proteinas do endosperma do milho

4.1.1. Andlise das frag6es zeina e ndo-zeina do endosperma do milho.

Os polipeptideos das fragbes protéicas zeina e ndo-zeina de cada um dos
cinco bulks da geragdo F,, resultantes do cruzamento entre CMS52 e IHP, foram
separados eletroforeticamente em géis gradiente de poliacrilamida e analisados
atraves de densitometria & laser. Os géis de poliacrilamida contendo os polipeptideos
devidamente tabulados para analise em densitdmetro & laser estdo apresentados nas
Figuras 1A a 20A. Os dois genitores foram analisados juntamente com cada bulk, como
referéncia para avaliagéo do conteudo relativo de cada fracdo protéica e polipeptideos
individuais.

Os valores de absorbancia para cada polipeptideo das fragdes zeina e ndo-
zeina, obtidos com o auxilio do Image Quant Program (Molecular Dynamics), foram
utilizados para o célculo percentual de cada polipeptideo em relacéo a fragdo total de
zeina e ndo-zeina. Os valores totais de absorbancia para cada fragdo protéica (zeina e
néo-zeina) foram calculados a partir da soma dos valores de aborbancia individuais
dos polipeptideos pertencentes a cada uma das duas fracOes protéicas do
endosperma. Posterirormente, valores relativos foram obtidos a partir dos valores
totais de absorbancia de cada fracdo protéica do endosperma considerando
arbitrariamente o genitor CMS52 como padrédo 100. Os valores totais de absorbancia
das fracbes zeina e ndo-zeina, e os seus valores relativos, calculados considerando
CMS52 como padrdo 100, para cada individuo da geracéo F, encontram-se na Tabela
1B.
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Em termos de valores relativos, foram observadas as seguintes amplitudes de
variagdo, na média das progénies: zeinas, de 75,92 a 227,07 para amostras de
fendtipo semi-opaco e de 99,90 a 401,02 para amostras de fendtipo normal; nao-
zeinas, de 82,16 a 189,31 para amostras de fenétipo semi-opaco e de 43,23 a 146,76,
para amostras de fendtipo normal. Em média, os genitores apresentaram os seguintes
valores: zeinas, de 100 e 252,69; nio-zeinas, 100 e 96,76 para CMS52 e IHP
respectivamente.

No que se refere ao teor total de zeina, a analise de variancia em blocos
aumentados indicou que existe diferenga significativa entre os genitores CMS52 e IHP
(P<0,01). No entanto, para os individuos da geragdo F, n#o foi detectada nenhuma
diferenga significativa através dessa andlise. O resumo da andlise de variancia em
blocos aumentados para teor total de zeina esta apresentada na Tabela 1.

Com relagéo aos polipeptideos que compdem a fragdo zeina, a andlise de
variancia em blocos aumentados indicou a existéncia de diferenca significativa entre
CMSS52 e IHP para todas as classes de zeina, com excegdo apenas para a classe de
12 kD (P<0,05). Para os individuos da geragéo segregante, esta analise mostrou que
existe diferenca significativa apenas para as classes de 54, 14, 12 e 10 kD (P<0,05).
Foi observado que essas classes de zeina foram as que apresentaram menor
coeficiente de variagdo (C.V.) comparado as demais classes que compbdem essa
fracdo. Os resumos das andlises de variancia para cada classe de zeina encontra-se
nas Tabelas 2 e 3.

No referente ao teor total da fragio ndo-zeina, a analise de variancia em
blocos aumentados n&o detectou diferenca significativa entre os genitores (CMS52 e
IHP) e entre os individuos da gerag&o F,. O mesmo resultado descrito acima para teor
total da fragdo n&o-zeina foi observado para os polipeptideos que compdem esta
fragdo. Os resumos das andlises de variancia em blocos aumentados, para teor total
de né@o-zeina e para os polipeptideos presentes nessa fragcdo, ndo foram
apresentados, ja que nenhuma destas analises mostrou diferengas significativas entre

0s tratamentos.
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Tabela 1 - Resumo da analise de variancia dos valores de absorbancia do teor total de

zeina, obtidos por densitometria & laser, utilizando delinamento em blocos

aumentados.
Fonte de variagdo (F.V.) Grau de Liberdade (G.L.) Quadrado médio (Q.M.)
Blocos 4 171.451.579,4255
Tratamento ajustado 101 6.910.315,9331
Regulares dentro do bloco g5 5.024.450,3277
Testemunha 1 194.498.022,9719 *
Testemunha vs Regulares 5 5.224.221,0266

dentro do bloco
Erro intrabloco

12.886.907,6426

C.V.34,6302

Tabela 2 -Resumo da analise de variacia dos valores percentuais de absorbancia dos

polipeptideos da fragéo zeina ( 54, 27, 22 e 19 kD) obtidos por densitometria

a laser, utilizando delineamento em blocos aumentados.

Fonte de Variagéo Grau de Quadrado Médio
Liberdade 54 kD 27 kD 22 kD 19 kD
Blocos 4 5,5595 2278,937 83,1988 1900,9352
Tratamentos ajustados 101 1,4473 22,8979 30,2558 34,0406
Regulares dentro do bloco 95 1,2580"™ 15,1648 26,3769 26,1204
Testemunhas 1 13,56211** 681,8084* 345,0396™ 647,2578**
Testemunhas vs. Regulares 5 2,6282 38,0451 40,9974 61,8794
dentro do bloco
Erro intrabloco 4 0,0855 63,6563 15,8825 5,2243
C.V. 7,8672 42,2890 28,1026 5,0769
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Tabela 3 - Resumo da anélise de variacia dos valores percentuais de absorbancia dos
polipeptideos da fragdo zeina (16, 14, 12 e 10 kD) obtidos por densitometria

a laser, utilizando delineamento em blocos aumentados.

Fonte de Variagao Grau de Quadrado Médio
Liberdade 16 kD 14 kD 12 kD 10 kD
Blocos 4 12,4637 57,8385 52,5419 127,5757
Tratamentos ajustados 101 0,7806 1,7125 5,9915 5,2268
Regulares dentro do bloco 95 0,7069 1,6158*  5,9209** 5,4202*
Testemunhas 1 7,6665* 3,4974*  0,0019 3,5521™
Testemunhas vs. Regulares 5 0,8032 3,1931 8,5307 1,8866
dentro do bloco
Erro intrabloco 4 0,6074 0,1941 0,2740 0,1584
C.V. 22,7971  7,5994 8,8604 8,5869
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Aléem da andlise quantitativa, os valores absolutos de absorbancia das fragdes
zeina e ndo-zeina dos genitores e dos individuos F,, obtidos por densitometria a laser,
foram distribuidos graficamente para que os resultados obtidos fossem comparados
qualitativamente. Para melhor visualizagdo dos dados, os graficos foram construidos
considerando cada bulk F individuaimente. Apesar do fato de todos os individuos F,
serem resultantes do cruzamenteo entre as populagdes CMS52 e IHP e, portanto,
pertenceram a uma sé populagio segregante.

Com relagdo ao teor total de zeina (Figuras 3, 4 e 5) observou-se que a
maioria dos individuos segregantes apresentaram valores superiores ao genitor
CMS52 (QPM), que corresponde ao genétipo de menor valor. Também foi observado
que alguns individuos F, tanto para individuos de fenétipo normal como para aqueles
de fendtipo semi-opaco, apresentaram teores de zeina superiores aqueles detectados
para o genitor de maior valor (IHP).

A distribuic&o percentual dos polipeptideos que compdem a fracdo zeina estd
apresentada nas Figuras 6, 7 e 8. Observou-se que, para a maioria dos individuos de
fendtipo semi-opaco, esta distribuicio foi semelhante a distribuicdo do genitor QPM.
Tal fato foi evidente principalmente para as classes de gama-zeina de 27kD e alfa-
zeina de 22kD, apesar da analise de variancia em blocos aumentados no ter indicado
diferenga significativa entre os individuos F, para nenhuma das duas classes.

Com relagdo ao teor total de ndo-zeina (Figuras 9, 10 e 11), foi observado que
a maioria dos individuos de fenétipo semi-opaco apresentaram valores dessa fracéo
protéica superiores aos individuos de fenétipo normal e aos genitores IHP e CMS52.
Analisando a distribuicéo percentual dos polipeptideos que compdem esta fragdo, ndo
foi possivel detectar diferengas marcantes entre os individuos da geracdo segregante
(Figuras 12, 13 e 14).

Como na anélise de variancia em blocos aumentados ocorre aumento no erro
padréo das médias, diminuindo sua precisdo, as pequenas diferengas entre os
tratamentos avaliados geralmente ndo s&o detectadas através dessa analise. Sendo
assim, para melhor caracterizar o perfil polipeptidico dos genitores, utilizou-se a
técnica do imunoblot (‘western blot’), que permite detecgdo mais precisa de
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polipeptideos através do uso de anticorpos especificos. Esta analise mostrou um
aumento acentuado das alfa-zeinas de 22 e 19 kD para o genitor IHP em relagéo ao
QPM (Figura 15). Também foi observado um aumento acentuado da fracdo delta-zeina
no genitor IHP, quando foi utilizado anticorpo especifico para alfa-zeinas. Por uitimo,
observou-se aumento da fragdo gama-zeina no genitor CMS52 em relacdo ao IHP
(Figura 16). Com relagdo a beta-zeina nenhuma diferenga marcante foi observada
(Figura 17).

4.1.2. Percentagem de proteina e triptofano nas proteinas do endosperma

A percentagem de proteina total e a percentagem de triptofano presente nas
proteinas do endosperma foram avaliadas para quatro dos cinco bulks F, estudados. A
auséncia de um deles justifica-se devido & pouca quantidade de material disponivel.

Considerando os quatro bulks avaliados, foram observadas as seguintes
amplitudes de variag&o: percentagem de proteina, 8,83% a 18,02%; e percentagem de
triptofano presente nas proteinas do endosperma, 0,14% a 0,74%. Para os genitores
foram observados os seguintes valores: percentagem de proteina, 8,75% e 22,14%: e
percentagem de triptofano presente nas proteinas do endosperma, 1,34% e 0,30%
para CMS52 e IHP, respectivamente. Os dados para cada bulk individual estdo
relacionados na Tabela 2B.

Foi observado que a percentagem de proteina total presente no endosperma
da gerag&o segregante (Figuras 18 e 19) foi superior aquela do genitor de menor valor
(CMS52), contudo, nenhum dos individuos analisados mostrou valores superiores ao
genitor IHP.

Para percentagem de triptofano presente nas proteinas do endosperma
(Tabela 2B), observou-se que alguns individuos normais apresentaram menor
conteudo deste aminoacido essencial em relagdo ao IHP, genitor de menor valor
(0,30%). Os individuos de fenétipo semi-opaco apresentaram valores préximos ao
genitor IHP, sendo, portanto, muito inferiores ao individuo QPM, genitor de maior valor
(1,34%). Foram raros os individuos que apresentaram percentagens de triptofano



65

Figura 15 - Immunoblot com anticorpo especifico para alfa-zeinas. Primeiramente foram
detectadas alfa-zeinas de 22kD, seguidas pelas alfa-zeinas de 19kD e por
ultimo foram também detectadas as delta-zeinas de 10kD. Essa analise foi
realizada para os dois genitores CMS52 e IHP. A linha M corresponde ao
marcador de peso molecular.



Figura 16 - Immunoblot com anticorpo especifico para gama-zeinas. Primeiramente
foram detectadas gama-zeinas de 54kD, seguidas pelas gama-zeinas de
27kD e por ultimo foram detectadas as gama-zeinas de 16kD. Essa analise
foi realizada para os dois genitores CMS52 e IHP. A linha M corresponde

ao marcador de peso molecular.



Figura 17 - Immunoblot com anticorpo especifico para beta-zeinas de 15kD. Essa

analise foi realizada para os dois genitores CMS52 e IHP. A linha M
corresponde ao marcador de peso molecular.

¥
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presente nas proteinas do endosperma significativamente superiores aquelas do
genitor IHP, contudo, esses valores ainda sdo muito inferiores ao observado para o
CMS52 (Figuras 20 e 21).

Para este estudo foi também utilizada a populagio experimental de polinizagao
aberta CMS475 QPM, resultante da introgressdo de 25% da populagdo lllinois High
Protein (IHP) na populagdo CMS52 QPM (75%). CMS475 QPM foi sintetizada com o
objetivo de se desenvolver genétipos de alta qualidade nutricional com capacidade de
acumulo de elevadas quantidades de proteina no endosperma. Duzentas e trinta e
uma familias S1 da populacio CMS475 QPM foram obtidas por autofecundagio e
analisadas semelhantemente ao descrito acima para os bulks F».

As percentagens de proteina total e triptofano presente nas proteinas do
endosperma foram avaliadas para as 231 familias S1 e os dados sdo apresentados na
Tabela 3B. As amplitudes de variagdo observadas foram: percentagem de proteina,
6,96% a 13,30%, e percentagem de triptofano, 0,34% a 1,20%.

Observou-se que os valores de percentagem de proteina foram inferiores
aqueles encontrados nos bulks F,, sendo que o maior valor encontrado foi igual a
13,30%, que é muito inferior ao genitor IHP e ao maior valor encontrado para os bulks
F2 (18,02%). Os dados de percentagem de proteina presente no endosperma das
familias S, foram apresentados graficamente para melhor visualizagdo de sua
distribuigdo (Figura 22).

Com relagdo a percentagem de triptofano presente nas proteinas do
endosperma, observou-se que todas as familias S, (Figura 23) apresentaram valores
superiores ao individuo IHP (gendtipo de menor valor), sendo que algumas poderiam
ser consideradas materiais de alta qualidade nutricional devido & alta percentagem de

triptofano presente nas proteinas do endosperma.
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4.1.3. Analise das variagbes em familias génicas que codificam as proteinas de
reserva, alfa-, beta- e delta-zeinas.

A técnica de Southern blot foi utilizada com a finalidade de avaliar possiveis
diferencas entre sequéncias de DNA que codificam as proteinas de reserva aifa-, beta-
e delta-zeinas nos dois gendtipos utilizados no presente estudo, lllinois High Protein
(IHP) e CMS52 QPM.

Por meio dessa andlise, ndo foi possivel observar polimorfismos entre as
sequéncias de DNA que codificam essas classes de zeinas entre os dois gendtipos
genitores. Esses resultados estdo demonstrados nas Figuras 24, 25, 26 e 27.

4.2 Selegéo de gendtipos de alta qualidade baseada no contetido de proteinas do
endosperma.

4.2.1. Desenvolvimento de um método répido para avaliagdo de qualidade nutricional.

Visando o desenvolvimento de um método alternativo e de menor custo, para
avaliagéo rapida de qualidade nutricional em programas de selegdo, avaliou-se a
possibilidade de se estimar quantidade de proteina de uma amostra através de
precipitacéo seguida de analise espectrofotométrica.

As fragbes proteina total e ndo-zeina, presentes no endosperma, foram
extraidas e precipitadas pela adicgo de acido tricloroacético, TCA (70%) e etanol
(95%), gerando diluicdes em série (Figura 2). Para proteina total, as amostras
foramdiluidas de 2 a 256 vezes enquanto que para n&do-zeinas as amostras foram
diluidas de 3,3 a 14.064,1 vezes. ApOs leitura espectrofotdmétrica foram obtidos
valores de absorbancia relativos a cada concentragdo gerada pela diluigdo em série.
Em seguida, foram feitas analises de regressédo para cada uma das amostras,
considerando-se as diferentes concentragées como varidvel independente e os valores
de absorbancia obtidos em cada uma das concentragbes como variavel dependente.
Os coeficientes de regresséo linear (b) obtidos para cada amostra, foram considerados
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Figura 24 - Southern blot realizado para os dois genitores, CMS52 e IHP, utilizando
trés enzimas de restricao diferentes (Bam HI, Eco RI e Hind Ill), hibridados
com sonda especifica para alfa-zeinas de 22 kD. A linha M corresponde ao

marcador de peso molecular, as linhas 1 correspondem ao CMS52 e as
linhas 2 correspondem ao IHP.
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Figura 25 - Southern blot realizado para os dois genitores, CMS52 e IHP, utilizando
trés enzimas de restri¢ao diferentes (Bam Hl, Eco RI e Hind 1), hibridados
com sonda especifica para alfa-zeinas de 19 kD. A linha M corresponde ao
marcador de peso molecular, as linhas 1 correspondem ao CMS52 e as
linhas 2 correspondem ao IHP.
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Figura 26 - Southern blot realizado para os dois genitores, CMS52 e IHP, utilizando
trés enzimas de restricao diferentes (Bam HI, Eco RI e Hind Ill), hibridados
com sonda especifica para beta-zeinas. A linha M corresponde ao
marcador de peso molecular, as linhas 1 correspondem ao CMS52 e as

linhas 2 correspondem ao IHP.
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Figura 27 - Southern blot realizado para os dois genitores, CMS52 e IHP, utilizando
trés enzimas de restricdo diferentes (Bam HI, Eco Rl e Hind Ill), hibridados
com sonda especifica para delta-zeinas. A linha M corresponde ao
marcador de peso molecular, as linhas 1 correspondem ao CMS52 e as

linhas 2 correspondem ao IHP.
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estimadores indiretos dos contelidos de proteina total e ndo-zeina, uma vez que

quanto maior for a inclinagdo da reta (b) maior sera o contetido de proteina total e nao-
zeina da amostra.

4.2.2. Correlagéo entre os métodos avaliados

Para verificar a correlagdo entre os resultados obtidos pelo método
desenvolvido neste trabalho e os métodos normalmente usados para avaliacdo de
qualidade, foram analisadas as seguintes variaveis: percentagem de proteina e
estimador de proteina (coeficiente de regressdo), percentagem de triptofano e
estimador de n&o-zeina (coeficiente de regressdo), estimadores de proteina e nao-
zeina e percentagem de proteina e percentagem de triptofano, presentes no grao. Os
coeficientes de correlaco (r) obtidos, para os quatro bulks da geragéo F, e para as
familias S4, estdo apresentados na Tabela 4.

A andlise dos individuos da geragdo F, indicou ampla variagdo para as
caracteristicas avaliadas. Os valores relativos foram obtidos dividindo-se os valores
absolutos encontrados para o estimadores de ndo-zeina (b) e proteina total (b) nos
individuos dos bulks F, pelo menor valor encontrado, arbitrariamente considerado 100.
Os valores absolutos dos estimadores de n&o-zeina (b) e proteina total (b) estdo
apresentados na Tabela 2B. Em termos de valores relativos, foram observadas as
seguintes amplitudes de variagdo: estimador de proteina total 100-193,57;
percentagem de proteina 100-204,08; estimador de n&o-zeina 100-537.5; e
percentagem de triptofano 100-535,50. Esses resultados indicaram que em termos de
amplitude de variag&o, os dois métodos tem resolugdo semelhante.

Quando se considera as familias S1 (Tabela 3B), foram observadas as
seguintes variagdes: estimador de proteina total 100-465,03; percentagem de proteina
100-191,09; estimador de nao-zeina 100-1797,93; e percentagem de triptofano 100-
180,14. Os dados indicaram que houve divergéncia entre os métodos quando os

materiais avaliados foram familias S1.
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Tabela 4 - Coeficientes de correlagéo (r) obtidos considerando modelo linear para 0s
bulks 1, 4, 6 e 9 da geracéo F, e familias S,

Caracteristicas

Bulks Familias
Avaliadas
1 4 6 9 S
%proteinal/proteina 0,5599 0,4993 0,4569 0,7055 0,6161
P<0,01 P<0,05 P<0,05 P<0,01 P<0,01
%friptofano/ndo zeina | 0,4050 0,5768 0,4804 0,4365 0,1539
P<0,10 P<0,01 P<0,05 P<0,05 P<0,05
%proteina/%triptofano | -0,5331 -0,9432 -0,6513 -0,6887 0,2372
P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01
proteina/ndo zeina -0,2399 -0,1450 -0,5030 -0,3451 0,1409
N,S, N,S, N,S, N,S, P<0,05
%friptofano/albuminas | ———— | e | e [ 0,2692
e globulinas P<0,01
N.S. néo significativo,
Tabela 5 - Dados percentuais de eficiéncia de selecdo dos bulks 1, 4, 6 e 9 da
geracao F, e familias S;.
Caracteristicas Bulks Familias
avaliadas
1 4 6 9 Sy
%proteinal/proteina 62,96% 62,96% 62,96% 44 44% 58,94%
%ftriptofano/nao-zeina 25,92% 44,44% 44 44% 44 44% 25,12%
%triptofano/albuminas e 4%

globulinas
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Os coeficientes de correlagzo (r) para percentagem de proteina e estimador de
proteina (b) e para percentagem de triptofano e estimador de nao-zeina (b) na média
das quatro amostras sao 0,5554 (P<0,05) e 0,4747 (P<0,10), respectivamente (Tabela
4). Isto indicou que a percentagem de proteina obtida pela analise de injecdo de fluxo
(FIA) e o estimador de proteina total (b), obtido pela precipitagdo com TCA (acido
tricloroacetico) s&o correlacionados positivamente e que esta correlac&o corresponde a
aproximadamente 50%. Resultado semelhante foi encontrado para a percentagem de
triptofano, obtida pela hidrélise enzimatica, e o estimador de nao-zeina, obtido pela
precipitagdo com isopropanol. Para as familias S, os coeficientes de correlacéo para
as caracteristicas mencionadas acima sdo 0,6161 (P<0,01) e 0,1539 (P<0,05),
respectivamente (Tabela 4). Esses resultados mostraram que os dois métodos s&o
correlacionados positivamente para percentagem de proteina e estimador de proteina
(b). Para percentagem de triptofano e estimador de ndo-zeina (b) os dois métodos séo
pouco correlacionados.

Considerando a baixa correlagédo existente entre percentagem de triptofano e
estimador de n&o-zeina (b) nas familias S, foi calculada a correlacdo existente entre
percentagem de triptofano e estimador de albuminas e globulinas (b), que
correspondem a proteinas da fragdo ndo-zeina. Observou-se que as duas variaveis
também est&o pouco correlacionadas, apresentando coeficiente de correlagdo igual a
0,2692 (P<0,01). Os dados estao apresentados na Tabela 4.

De acordo com os resultados obtidos observou-se que existe uma correlagéo
negativa entre percentagem de proteina e percentagem de triptofano para os quatro
bulks F» que foram avaliados. A correlacéo entre os estimadores de proteina (b) e néo-
zeina (b) foi ndo significativa, com tendéncia a ser negativa para materiais avaliados.
Considerando as familias S, as variaveis descritas acima séo pouco correlacionadas.

Os coeficientes de correlacio (r) estdo apresentados na Tabela 4.
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4.2.3. Eficiéncia de selegdo

A eficiéncia de selegdo determinou a percentagem de individuos que foram
selecionados através dos dois métodos avaliados. Com relagdo a percentagem de
triptofano e estimador de n&o-zeina foi verificado que 39,81% dos individuos
selecionados foram coincidentes nos dois métodos, na média dos bulks de individuos
F2. Quando se considerou as familias S1, apenas 25,12% foram coincidentes para os
dois métodos. Para percentagem de proteina e estimador de proteina total foi
observado que em média a coincidéncia foi igual @ 58,33% para os bulks da geragdo F2
e igual a 58,94% para as familias S,.

Os dados de eficiéncia de selegdo para cada bulk F, e para as familias S,
estdo demonstrados na Tabela 5.



5 DISCUSSAO

O milho, apesar de amplamente utilizado na alimentagdo humana e animal,
apresenta baixa qualidade e quantidade de proteina acumulada no endosperma. As
proteinas acumuladas no endosperma perfazem cerca de 10% da matéria seca e sio,
em sua maioria, pobres em aminoacidos essenciais, tendo lisina e triptofano como os
mais limitantes.

A caracterizacdo do mutante opaco-2, realizada por Mertz, Bates e Nelson
(1964), despertou grande interesse dos melhoristas, pois esse mutante apresentava os
conteudos de lisina e triptofano superiores aqueles presentes no milho normal. Porém,
ao lado de sua alta qualidade nutricional, o mutante opaco-2 apresentava algumas
caracteristi_cas agronomicas indesejaveis, como endosperma opaco e farinaceo,
producdo de graos inferior ao normal, dentre outras. Apos varios anos de selegado
recorrente e retrocruzamento, pesquisadores do CIMMTY, conseguiram combinar a alta
qualidade nutricional e caracteristicas agrondmicas desejaveis, desenvolvendo um
milho chamado Quality Protein Maize (QPM).

Varios estudos tém mostrado que a alta qualidade nutricional, decorrente da
mutagdo opaco-2, esta relacionada a diminuigdo de duas classes da fragdo protéica
zeina (alfa-zeinas de 22 e 19kD) e aumento de um grupo de polipeptideos da fragdo
nao-zeina (Habben, Kirleis e Larkins, 1993; Lopes, 1993). Como o aumento da fragéo
ndo-zeina nao compensa a diminuicdo sofrida pelas zeinas, os individuos que
apresentam alta qualidade nutricional apresentam conteudo de proteina total do
endosperma reduzido. Sendo assim, existe uma correlagdo negativa entre qualidade
nutricional e quantidade de proteina acumulada no endosperma. Visando aumentar a
quantidade de proteina acumulada, mantendo elevada qualidade nutricional, foram

realizados cruzamentos entre uma populacdo de elevada qualidade nutricional
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(CMS52 - “Quality Protein Maize”) e outra capaz de acumular altas quantidades de
proteina no gréo (“lllinnois High Protein - IHP").

Os individuos da gerag&o segregante, resultante do cruzamento descrito acima,
foram caracterizados com relagéo as alteragdes quantitativas e qualitativas presentes
nas fragbes protéicas do endosperma, com o objetivo de se avaliar a possibilidade de
obtencéo de gendtipos que apresentem maiores quantidades de proteinas ricas em
aminoacidos essenciais, e de identificar os polipeptideos que contribuem para a
qualidade nutricional. Concomitantemente, métodos rapidos de screening foram
desenvolvidos para auxiliar o melhorista no processo de selecdo desses materiais em
programas de melhoramento. )

Primeiramente, os genitores CMS52-QPM e IHP foram analisados buscando
caracterizar as diferengas existentes entre eles com relacdo as duas caracteristicas de
interesse (alta qualidade e quantidade protéica). De acordo com 0s resultados obtidos
(Tabela 2B), verificou-se que esses gendtipos contrastam com relagdo a percentagem
de proteina acumulada no endosperma. Isto estd de acordo com o fato, citado
anteriormente, de que o genitor CMS52-QPM, apresenta contetdo total de proteina
acumulada reduzido devido a drastica diminuicdo na fragdo zeina, decorrente da
mutagdo opaco-2, apresentando, assim, valores inferiores de percentagem de proteina
acumulada em relagdo ao IHP. Essa diferenga, provavelmente, foi acentuada em
decorréncia do processo seletivo sofrido pelo genitor IHP, que conduziu a um aumento
da percentagem de proteina acumulada de 10,9% para 26,6%, apds setenta ciclos de
selegdo (Dudley, Lambert e Alexander, 1974).

As diferencas observadas entre os genitores para percentagem de proteina
acumulada no endosperma, tém reflexo primario no teor da fragéo protéica zeina. De
acordo com a analise quantitaitva dos valores de absorbancia do teor total de zeina, os
genitores CMS52 e |HP diferem significativamente para essa fracdo. Os resultados
obtidos mostraram que o genitor IHP apresentou valores desta fragdo superiores duas
vezes ao CMS52 (Tabela 1B), o que, provavelmente, causou pelo menos parte do
aumento observado nesse genoétipo para contetdo total de proteina.
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O aumento desta fragéo protéica na populagio IHP pode ser relacionado com a
abundancia de zeinas em gendtipos normais. Nos gendtipos normais a fracdo zeina
corresponde a cerca de 60% das proteinas do endosperma, e isto sugere que 0s
mecanismos refacionados com o aumento desta fragdo seriam manipulados mais
facilmente pela selegdo, o que explica o fato dos gendtipos IHP apresentarem esta
fragdo muito aumentada.

Dentre os polipeptideos que compdem a fragéo zeina, a andlise quantitativa dos
seus valores de absorbancia indicou que existe diferenga significativa para todas as
classes de zeinas, excetuando a classe de 12 kD (Tabela 1). De acordo com a técnica
de immunoblots, que por utilizar anticorpos especificos permite detecgdo mais precisa
dos polipeptideos, as diferengas observadas entre os genitores concentram-se,
principalmente, em trés classes: alfa-, gama- e delta-zeinas. Ja para a classe das beta-
zeinas n3o foi observada diferenga marcante entre os genitores. Os mesmos
resultados descritos para a técnica de immunoblots, foram observados com a
distribuigio grafica dos valores relativos de absorbancia dos polipeptideos da fragéo
zeina (Figuras 6, 7 e 8).

Estas diferencas podem ser atribuidas, primeiro, a mutagcdo opaco-2, que
conduz a um decréscimo significativo nas alfa-zeinas (Figura 15), principalmente as de
22kD, (Pedersen et al., 1980; Burr e Burr, 1982), acarretando, assim, uma redu¢ao do
conteudo total de zeina no genitor CMS52 (QPM). Este efeito ocorre devido ao
decréscimo na transcri¢do dos genes que codificam para esta classe de zeina
(Kodrzycki, Boston e Larkins, 1989), pois o gene opaco-2 atua como ativador dos
genes das zeinas de 22 kD ao nivel de transcrigdo (Schmidt et al., 1992). As diferengas
observadas entre os genitores no que se refere ao conteudo de alfa-zeinas néo estéo
apenas relacionadas com a mutagdo opaco-2, mas o processo seletivo sofrido pelo
gendtipo IHP também pode ser levado em consideragdo para explicar essas
diferencas. Pois, o0 aumento da quantidade total de proteina acumulada no gréo
conduziu a um aumento marcante desta fragédo protéica no genitor IHP.

Além do aumento no contelido de alfa-zeinas observado no genétipo IHP, os
resultados mostraram aumento na fragéo protéica de delta-zeinas (Figura 15). As delta-



87

zeinas, de peso molecular aproximado de 10 kD, correspondem a uma pequena fragéo
da proteina de reserva, que contém alta proporgcéo de aminoacidos sulfurados (22% de
metionina e 4% de cisteina) (Kirihara et al., 1988). Como esta proteina apresenta alto
contedo de metionina, um dos aminoacidos essenciais limitantes no milho, seria de
grande interesse aumentar a sua quantidade visando a melhoria da qualidade
nutricional.

Por ditimo, estudos de mutantes opaco-2 modificados indicaram que a
converséo do endosperma farindceo a vitreo esta associada ao aumento da proteina
de reserva gama-zeina (Wallace et al., 1990, Lopes, 1993). Isto explica porque os
individuos CMS52 (QPM) tiveram o contetdo desta proteina superior ao genitor IHP
(Figura 16).

Apesar do processo seletivo que conduziu ao desenvolvimento de uma
populagdo com grandes quantidades de proteina (IHP) ter sido iniciado no sectlo
passado (1893) existe pouco conhecimento a respeito dos mecanismos moleculares
relacionados com alta quantidade de proteina acumulada no endosperma da
populagéo IHP. Sendo assim, as diferengas observadas entre os genitores CMS52 e
IHP com relagdo as alfa- e delta-zeinas, que tiveram seu conteido aumentado no
genitor IHP, poderiam ter ocorrido devido a eventos de recombinagdo que conduziram
a amplificagdo das familias génicas que codificam as proteinas de reserva ou poderiam
ter ocorrido devido a alteragdo de mecanismos de regulagdo da expressdo génica
dessas proteinas.

As alfa-zeinas s&o proteinas de reserva codificadas por uma familia multigénica
que apresenta de 75 a 150 genes (Hagen e Rubenstein, 1981, Wilson e Larkins, 1984),
sendo que a maioria deles sdo considerados pseudogenes. As delta-zeinas sao
normaimente codificadas por apenas um unico gene. Através da andlise de Southern
blot com sondas especificas para alfa- e delta-zeinas (Figuras 24, 25, e 27) verificou-se
a inexisténcia de maiores diferengas entre os dois genitores com relagdo as
sequéncias génicas que codificam essas proteinas. Portanto, as diferengas observadas

entre eles podem ser resultado da modificagdo de mecanismos regulatérios que
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conduzem ao aumento da expresséo desses genes. Resultado semelhante foi descrito
para beta-zeina (Figura 26).

Com relagdo ao teor total de ndo-zeina ndo foram observadas diferengas
significativas entre os genitores (Tabela 1B). E provavel que, a semelhanc¢a observada
entre CMS52 e IHP resulte do aumento sofrido por esta fracdo nos dois genitores. O
genitor CMS52 apresenta esta fragdo protéica aumentada para compensar a drastica
reducao sofrida pelas zeinas devido a mutacio opaco-2 (Lopes, 1993 e Habben, Kirleis
e Larkins, 1993). De acordo com os resultados observados, o genitor IHP apresentou
aumento no conteudo desta fragd@o, provavelmente, em decorréncia do processo
seletivo sofrido por este gendtipo para aumentar o acimulo de proteina total no gréo.

As proteinas da fracdo nao-zeina sdo as que contém a maioria dos aminoacidos
essenciais limitantes no milho, lisina e triptofano (Murphy e Dalby, 1971: Wallace et al.,
1990; Habben, Kirleis e Larkins, 1993). Segundo Habben, Kirleis e Larkins (1993),
apenas um grupo de polipeptideos da fragdo ndo-zeina € significativamente afetado
pela mutagcdo opaco-2, existindo uma correlagdo positiva entre contetido de ndo-zeina
e qualidade nutricional. Sendo assim, seria de grande interesse a comparagdo do
genitor IHP, que apresenta fenotipo normal, com o genitor CMS52, que corresponde ao
milho de alta qualidade nutricional, buscando identificar os polipeptideos que impactam
a qualidade nutricional. No entanto, nesse trabalho nao foi possivel detectar diferencas
significativas entre o genotipo que apresenta alta qualidade nutricional (CMS52) e
aquele que corresponde ao milho normal (IHP) com relaggdo a nenhum dos
polipeptideos que constituem a fracao nao-zeina.

A nao deteccdo de diferencas entre os polipeptideos da fragdo nao-zeina pode
ser relacionada ao fato de que no delineamento em blocos aumentados, que foi
utilizado para analisar os valores de absorbancia obtidos por densitometria a laser,
ocorre aumento no erro padrao das médias. O aumento no erro padrao das medias,
aumenta o coeficiente de variagao dessa analise, o0 que diminui a sua precisao. Assim,
a depender da magnitude das diferengas existentes entre os tratamentos, essas nao

sdo detectadas.
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Outro fato que também poderia ser considerado como um inflacionador do
coeficiente de variagao, refere-se a variagdo dos valores de absorbancia dos genitores,
obtidos nos diferentes géis de poliacrilamida. Essas variagdes resultariam em aumento
do erro intrabloco (uma das fonte de variagdo da andlise em blocos aumentados) e,
consequentemente, aumento do coeficiente de variagéo. Isto teria como efeito principal
a nao deteccdo de pequenas diferencas que podem existir entre os tratamentos
avaliados.

Como o genitor IHP apresentou o contetdo da fragdo ndo-zeina aumentado, o
que provavelmente é resultante de um aumento uniforme dos polipeptideos presentes
nessa fracéo, as diferengas existentes entre os gendtipos QPM e normal para os
polipeptideos da fragdo ndo-zeina tornaram-se muito pequenas e nao puderam ser
detectadas pela andlise empregada. A complexidade da fracdo ndo-zeina também
afeta a detecgio das possiveis diferencas existentes entre os tratamentos avaliados,
pois 0 grande numero de polipeptideos pertencentes a essa fragdo dificulta a sua
identificagdo para posterior analise em densitdmetro a laser.

Para amenizar a variagdo dos valores de absorbancia, obtidos nos diferentes
géis de poliacrilamida, observada nesse estudo e, consequentemente, reduzir os altos
coeficientes de variagdo encontrados nessa andlise, seria recomendavel que a
extracdo das proteinas do endosperma, o seu fracionamento e a separagio
eletroforética dos polipeptideos pertencentes as diferentes fragées protéicas sejam
realizadas ao mesmo tempo para todos os tratamentos a serem analisados.

Além do contetdo total da fragdo nao-zeina que é considerado indicador da
qualidade nutricional, devido a correlag@o positiva existente entre eles, a percentagem
de triptofano presente nas proteinas do endosperma também esta relacionada com a
qualidade nutricional. Isto ocorre porque o triptofano € um dos aminoacidos essencias
limitantes nas proteinas presentes no endosperma do gréo do milho e, este apresenta
seu conteido aumentado nos mutantes opaco-2. De acordo com os resultados, foi
observado que a percentagem de triptofano presente nas proteinas do endosperma do
genitor IHP é muito inferior aquela encontrada no CMS52 (Tabela 2B). Esses

resultados mostram que os genitores diferem com relagdo a qualidade nutricional, mas
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devido ao aumento do contelido de nio-zeina apresentado pelo genitor IHP as
diferencas entre esse e o genitor CMS52 tornaram-se muito pequenas e nio foram
detectadas pela analise quantitativa.

E valido ressaltar que, parte da diferenca observada entre os genitores para
percentagem de triptofano presente nas proteinas do endosperma, pode ser explicada
porque, como esta variavel é calculada em fungdo do contetido de proteina total, e o
gendtipo IHP apresenta este conteldo elevado, a percentagem obtida deste
aminoacido poderia estar subestimada nesses individuos.

Apoés a caracterizagdo dos dois genitores, com relagéo as alteragSes presentes
nas fragGes protéicas que estdo relacionadas com a qualidade nutricional e com o
aumento da quantidade de proteina acumulada no grdo, a geragio segregante
resultante do cruzamento entre eles foi avaliada com o objetivo de verificar se as
diferengas encontradas nos genitores estariam presentes nesses individuos de forma
combinada. Ou seja, se os individuos da geragdo F, apresentariam elevada qualidade
nutricional associada 4 alta quantidade de proteina acumulada no gréo.

Observou-se que a geragdo segregante acompanhou o0 comportamento do
genitor IHP para percentagem de proteina acumulada no endosperma, apresentando
valores superiores ao CMS52-QPM (Figuras 18 e 19). Mesmo entre os individuos de
fendtipo semi-opaco, que por apresentar a mutagéo opaco-2 tém contetido de proteina
inferior aos individuos de fenétipo normal, existem alguns que apresentam este valor
aumentado de forma significativa. Isto indica que o cruzamento da populagdo QPM
(CMS52) com IHP atendeu a um dos objetivos desse estudo, produzindo individuos F
que apresentam o contetido de proteina total, presente no endosperma, aumentado
(Tabela 2B).

Através da andlise quantitativa empregada nao foi possivel detectar diferencas
significativas entre os individuos F, para teor total de zeina (Tabela 1). E provavel que,
esse resultado tenha sido obtido devido ao alto coeficiente de varia¢do observado
nessa andlise (34,63%). Como comentado anteriormente, o alto valor do coeficiente de
variagdo pode estar relacionado as limitagbes presentes no delineamento em blocos
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aumentados e/ou ao alto valor do erro intrabloco decorrente das flutuagGes dos valores
de absorbancia dos genitores nos diferentes géis de poliacrilamida.

Quando os valores de absorbancia do teor total de zeina, obtidos por
densitometria a laser, foram distribuidos graficamente (Figuras 3, 4 e 5) foi possivel
observar que tanto os inidviduos de fendtipo semi-opaco quanto os de fendtipo normal
apresentaram conteudo dessa fragdo superior aquele presente no genitor CMS52.
Sendo assim, parte do aumento observado na geracgéo segregante para percentagem
de proteina pode ser atribuido ao aumento do contetido da fracéo zeina.

Diferengas estatisticas entre os individuos F, com relagio a distribuigao
percentual dos polipeptideos da fragdo zeina, foram observadas para as classes de 54,
14, 12 e 10 kD (Tabelas 2 e 3). E valido ressaltar que os coeficientes de variagao,
indicadores da precisdo do experimento, obtidos para as demais classes de zeina
(exceto para a classe de zeina de 19 kD) foram considerados altos (superiores a 20%),
o que afeta a detecgéo de diferengas entre os tratamentos avaliados.

Quando os valores de absorbancia dos polipeptideos da fragdo zeina, obtidos
por densitometria a laser, foram distribuidos graficamente (Figuras 6, 7 e 8), foi
possivel observar que a maioria dos individuos de fenétipo semi-opaco apresentaram
os contetidos das classes de 22 kD (alfa-zeina) e 27 kD (gama-zeina) aumentados em
relagéo ao genitor CMS52 e que o contetido da fragio gama-zeina foi muito superior
ao de alfa-zeina nesses individuos A superioridade do contelido de gama-zeina em
relagao ao de alfa-zeina, verificado nos individuos de fenétipo semi-opaco, deve-se a
presenca da mutagio opaco-2, que reduz o contetido de alfa-zeinas; e da agdo dos
genes modificadores, que aumenta o contelido de gama-zeinas. Estes resultados
indicaram que é possivel aumentar o contetido de zeina total e, consequentemente,
aumentar o conteiudo de proteina presente no endosperma, mantendo a
proporcionalidade dos polipeptideos da fragdo zeina, caracteristica dos gendtipos de
alta qualidade nutricional (QPM).

Com relagdo ao teor total de nao-zeina, ndo foi possivel detectar diferenca
significativa entre os individuos F, através da analise quantitativa que foi realizada.
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A partir da distribuigdo grafica dos valores de absorbancia da fracdo nao-zeina
(Figuras 9, 10 e 11) foi verificado que, além do aumento observado para o teor total de
zeina, também foi observado aumento do teor total de ndo-zeina para os individuos F..
Alguns individuos de fendtipo semi-opaco apresentaram valores da fracdo nao-zeina
superiores ao genitor CMS52, que era o gendtipo de maior valor. Portanto, o aumento
observado para percentagem de proteina foi resultado de um aumento conjunto em
ambas as fragbes protéicas do endosperma do milho (zeina e ndo-zeina).

Com relagéio a distribuicdo dos polipeptideos da fragdo ndo-zeina ndo foi
possivel detectar diferengas significativas entre os individuos F, analisados. Esses
resultados podem ser relacionados aos altos coeficientes de variat;,'éo obtidos nessa
analise, ja que quanto mais alto for o coeficiente de variagdo menor é a probabilidade
de que pequenas diferencas existente entre os tratamentos sejam detectadas.
Resultado semelhante foi encontrado quando os valores percentuais de absorbancia
dos polipeptideos dessa fragéo foram distribuidos graficamente (Figuras 12, 13 e 14)

Como o descrito anteriormente, o teor total de nao-zeina e os valores de
percentagem de triptofano presente nas proteinas do endosperma podem ser
considerados indicadores de qualidade nutricional. Portanto, a auséncia de diferengas
marcantes observada entre os individuos da geragdo F. no que se refere a distribuigéo
dos polipeptideos da fragdo ndo-zeina também pode ser relacionado ao fato de que
ndo houve diferencas marcantes para a maioria dos individuos F, no referente aos
valores de percentagem de friptofano. Para a maioria desses individuos, os valores de
percentagem de triptofano, mantiveram-se proximos ao genitor de menor valor IHP
(Figuras 20 e 21), sendo esses valores muito inferiores aos apresentados pelo genitor
de alta qualidade nutricional, CMS52.

Assim, é provavel que, o aumento observado nos inidviduos F, para conteudo
total de nado-zeina tenha sido resultante de um aumento uniforme dos polipeptideos
presentes nessa frac@o e, portanto, o grupo de polipeptideos da fragdo ndo-zeina que
apresentam-se aumentados nos genétipos de alta qualidade nutricional (Lopes, 1993 e
Habben, Kirleis e Larkins, 1993), ndo sofreu aumento significativo capaz de conduzir a
alta qualidade nutricional na populagdo avaliada. Esses resultados sugeriram que o
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aumento observado nos individuos F, para contelido de zeinas e ndo-zeina nio foi
aliado ao aumento da qualidade nutricional, o que foi indicado pelos baixos valores de
percentagem de triptofano.

Também deve ser considerado que, de forma semelhante ao ja descrito para o
genitor IHP, os valores de percentagem de triptofano presentes nos individuos F2
poderiam estar subestimados, ja que esses valores sdo calculados em fungédo do
conteudo de proteina total, e os individuos F apresentam esse conteudo elevado.

Apesar da maioria dos individuos F, terem apresentado valores de percentagem
de triptofano proximos ao IHP, foi possivel observar que alguns individuos de fenétipo
semi-opaco apresentaram valores de percentagem de triptofano e percentagem de
proteina intermediarios em relagdo aqueles apresentados pelos genitores, sendo estes
individuos considerados promissores.

Além dos bulks F, também foram avaliadas familias S, resultantes de
autofecundacéo da populagdo CMS475 que apresentam o seu conjunto gendmico
constituido de 25% da populagdo lliinois High Protein (JHP) na populagido CMS52 QPM
(75%). CMS475 QPM foi sintetizada com o objetivo de se desenvolver gendétipos de
alta qualidade nutricional com capacidade de acumulo de elevadas quantidades de
proteina no endosperma.

Os resultados mostraram que os valores de percentagem de proteina das
familias S, foram inferiores agueles encontrados para os inidviduos F, e para o genitor
IHP (Tabela 3B). Com relagédo a percentagem de triptofano presente nas proteinas do
endosperma, observou-se que todas as familias S; apresentaram valores superiores
ao individuo IHP, gendtipo de menor valor (Tabela 3B). Os resultados obtidos
mostraram que existe correlacdo negativa entre percentagem de proteina e
percentagem de triptofano presentes nas proteinas do endosperma, ja que nas familias
S foi observada redugcdo do contetido de proteina total e simultaneo aumento do
conteudo de triptofano presente nas proteinas do endosperma, comparado aos bulks
F.. Esses resultados podem ser explicados porque as familias S, apresentaram 75%
do seu genoma correspondente aoc CMS52, que apresenta menor valor de conteudo de

proteina acumulada no grdo e maior contetdo de triptofano presente nas proteinas do
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endosperma comparado aos gendtipos de miho normais, devido a mutagao opaco-2. A
existéncia de correlagdo negativa entre concentragcdo de proteina e qualidade
nutricional ja havia sido descrita por Axtell (1981).

A despeito da correlagdo negativa existente entre quantidade de proteina
acumulada no endosperma e qualidade nutricional, algumas familias apresentaram
valores de percentagem de proteina acumulada no endosperma, relativamente altos
quando comparados aos valores encontrados nos gendtipos normais, ao lado de
elevados valores de percentagem de triptofano. Observou-se que algumas familias S,
que apresentaram valores de percentagem de triptofano 3 vezes maior do que o valor
encontrado no IHP (Tabela 3B).

Apesar de existir variabilidade genética no milho para o acimulo de proteina e
para melhoria da qualidade nutricional, a falta de conhecimento a respeito dos
mecanismos de regulagdo da expresséo génica relacionados com essas caracteristicas
e a existéncia de correlaggo negativa entre produgéo de graos, acimulo de proteina no
endosperma e qualidade nutricional, tem limitado o progresso no sentido do
desenvolvimento de gendtipos que apresentam alta quantidade de proteina acumulada
no endosperma associada a alta qualidade nutricional. Além disso, dependendo do
numero de locos envolvidos com a manifestagio dessas caracteristicas e dos seus
mecanismos de heranca seria necessario um grande numero de inidviduos F, para a
obtencéo de gendtipos com altas quantidades de proteina e alta quantidade dos
aminodacidos essenciais limitantes no milho.

Nesse estudo foi observado que, os individuos da geragdo segregante,
resultante do cruzamento entre IHP e CMS52, apesar de terem apresentado aumento
nas fragbes protéicas zeina e ndo-zeina, e consequentemente aumento do contetdo
de proteina total acumulada no grdo, apresentaram valores de percentagem de
triptofano muito inferiores ao CMS52 (QPM). Ou seja, estes individuos em sua maioria
apresentaram alta quantidade de proteina acumulada, porém baixa qualidade
nutricional. No entanto, alguns individuos apresentaram niveis intermediarios
promissores, indicando possibilidades de se melhorar quantitativa e qualitativamente a

proteina do endosperma do milho.
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A selegéo de genétipos que apresentam alta qualidade nutricional, ou seja, alto
conteudo de aminoacidos essenciais estad, na maioria das vezes, baseada na
determinacg&o da percentagem de triptofano existente nas proteinas do endosperma do
gréo do milho, de acordo com o método proposto por Hernandez e Bates (1969).
Porém, este método apresenta algumas limitagdes como custo e laboriosidade,
portanto, o desenvolvimento de um método de facil e rapida execugéo seria de grande
interesse para programas de melhoramento que visam detectar materiais de alta
qualidade.

Mais recentemente Moro et al. (1986) propuseram outro método para selegao de
gendtipos com alto conteitdo de aminoacidos essenciais através da correlagdo
existente entre lisina e uma proteina de 54 kD (EF-1alfa). Contudo este ainda & um
método laborioso, caro e que exige mao-de-obra especializada. Além disso, a relagéo
existente entre a proteina EF-1alfa e a qualidade nutricional ainda nao foi
completamente esclarecida. Portanto, a elaboragdo de um método mais facil e rapido é
ainda justificavel.

Métodos de rapido screening foram desenvolvidos visando facilitar o
monitoramento de qualidade nutricional em programas de melhormento genético. Como
a alta qualidade nutricional esta relacionada ao aumento de um grupo de polipeptideos
da fragdo néo-zeina (Lopes, 1993; Habben, Kirleis e Larkins, 1993), a precipitagao
desta frag@o poderia ser um método indireto para selecdo de gendtipos com alto
contelido dos aminoécidos de interesse. O método proposto foi, entdo, baseado na
precipitagdo e andlise espectofotométrica da fragdo ndo-zeina com a utilizagdo de
etanol, o que resulta na formagéo de um codgulo leitoso cuja absorbancia foi obtida em
espectrofotometro.

O estimador de ndo-zeina (b) avaliado indiretamente pelo método proposto
neste trabalho ndo mostrou alta correlagdo desta fragdo com a percentagem de
triptofano presente nas proteinas do endosperma, determinada pelo método proposto
por Hernandez e Bates em 1969 (Tabela 4). Este método ndo poderia ser utilizado para
selecionar individuos que apresentam alta percentagem de triptofano e,

consequentemente, alta qualidade nutricional. A pouca eficiéncia do método
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desenvolvido nesse estudo pode ser explicada, primeiro, porque os individuos da
geracdo segregante resultante do cruzamento entre CMS52 e IHP apresentaram
valores de percentagem de triptofano presente nas proteinas do endosperma baixos ,
mas alto contetido total de ndo-zeina, logo a relagdo existente entre alto conteido de
nao-zeina e alta percentagem de triptofano ndo foi verificada nesta populagédo. A
segunda hipétese para explicar a baixa correlagéo seria a falta de eficiéncia do método
para precipitagéo total da fracdo ndo-zeina, j& que esta é uma fragcdo complexa
composta de albuminas (proteinas soliveis em agua e solugdes salinas), globulinas
(proteinas soliveis em solugdes salinas) e glutelinas (proteinas solliveis em
detergentes) (Murphy e Dalby, 1971; Wallace et al., 1990; Habben, Kirleis e Larkins,
1993). Esta correlagdo também foi baixa quando avaliou-se as familias S,.

Como a correlagdo entre percentagem de triptofano e estimador de ndo-zeina
(b) foi baixa, buscou-se verificar a correlagdo existente entre percentagem de triptofano
e estimador do contelido de albuminas e globulinas (b). Esta andlise foi realizada
apenas para as familias S, devido a auséncia de material para realizar essa anélise
também na populacéo F,. Contudo, os resultados obtidos mostraram que existe baixa
correlaca@o entre as duas variaveis (Tabela 4) e, portanto, este método ndo poderia ser
utilizado com método indireto para selecionar individuos que apresentam alta
percentagem de triptofano.

Além da qualidade nutricional, o aumento da quantidade de proteina que é
acumulada no endosperma do milho foi interesse desse estudo, ja que apenas 10% do
gréo do milho corresponde a proteina. Entdo, também foi proposto um método que
permitisse rapida avaliagdo do contetido de proteina presente no endosperma, pois os
dois métodos comumente utilizados, método Kjeldahl e de Anélise de Injecéo de Fluxo
(FIA) proposto por Stewart et al., 1976, sdo laboriosos e exigem m&o-de-obra
especializada. O método desenvolvido baseou-se na precipitagéo das proteinas com a
utilizagdo de acido tricloroacético e leitura da absorbancia do precipitado (coagulo
leitoso) em espectrofotdometro. Os coeficientes de correlagdo obtidos entre o estimador
de proteina (b) obtido por este método e a percentagem de proteina obtida por
métodos antigos (Tabela 4) indicaram a existéncia de uma correlagéo positiva entre
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eles. De acordo com os resultados, a coincidéncia de selec&o de individuos entre os
dois metodos foi relativamente alta (Tabela 5). Portanto, o método proposto poderia ser
utilizado para auxiliar o melhorista na selecdo de individuos com alto contedido de

proteina.



6 CONCLUSOES

Alguns individuos F, e algumas familias S, apresentaram niveis intermediarios
promissores com relagdo & qualidade nutricional e quantidade protéica, indicando
possibilidades de se melhorar quantitativa e qualitativamente a proteina do
endosperma do milho.

Foi verificada a inexisténcia de maiores diferencas entre os dois genitores com
relacéo as sequéncias genes que codificam as alfa-, beta- e delta-zeinas. Isto sugere
que, as diferencas observadas entre os dois progenitores com relagéo a distribuigdo
quantitativa dos polipeptideos da fragdo zeina podem ser resultado da modificagéo de
mecanismos regulatérios que conduzem ao aumento da expressdo desses genes.

Os métodos baseados na precipitacdo de ndo zeina ou na precipitagio de
#buminas e globulinas ndo foram eficientes para selecionar individuos que apresentam
alta percentagem de friptofano fazendo-se necessério o aperfeicoamento desta
metodologia. Por outro lado, o método proposto para selecionar individuos que
apresentam alta quantidade de proteina acumulada no endosperma, mostrou ser
eficiente para atender este objetivo, nos materiais avaliados neste trabalho. Contudo,

faz-se necessdrio avaliar essa metodologia com outros materiais.
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ANEXO A

Figura 1 - Analise da fragao protéica zeina em gel gradiente de poliacrilamida (7,5 a

18%) dos individuos do bulk 1 da geragéo F, , resultante do cruzamento
entre CMS52 e IHP. As zeinas foram extraidas de quantidades iguais do
endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente a 2,4 mg de
endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular. As
diferentes classes de zeinas foram identificadas de acordo com o seu peso

molecular para posterior analise em densitdmetro a laser.
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Figura 2 - Analise da fragao protéica zeina em gel gradiente de poliacrilamida (7,5 a
18%) dos individuos do bulk 1 da geragédo F, , resultante do cruzamento
entre CMS52 e IHP. As zeinas foram extraidas de quantidades iguais do
endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente a 24 mg de
endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular e as
linhas 1 e 2 correspondem aos genitores CMS52 e IHP, respectivamente. As
diferentes classes de zeinas foram identificadas de acordo como o seu peso
molecular para posterior analise em densitémetro a laser.
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Figura 3 - Analise da fracdo protéica zeina em gel gradiente de poliacrilamida (7,5 a
18%) dos individuos do bulk 4 da geracdo F, , resultante do cruzamento
entre CMS52 e IHP. As zeinas foram extraidas de quantidades iguais do
endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente a 2,4 mg de
endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular. As
diferentes classes de zeinas foram identificadas de acordo com o seu peso

molecular para posterior analise em densitometro a laser.
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Figura 4 - Analise da fracéo protéica zeina em gel gradiente de poliacrilamida (7,5 a
18%) dos individuos do bulk 4 da geracdo F, , resultante do cruzamento
entre CMS52 e IHP. As zeinas foram extraidas de quantidades iguais do
endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente a 2,4 mg de
endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular e as
linhas 1 e 2 correspondem aos genitores CMS52 e IHP, respectivamente. As
diferentes classes de zeinas foram identificadas de acordo como o seu peso

molecular para posterior analise em densitometro a laser.



113

Figura 5 - Analise da frac@o protéica zeina em gel gradiente de poliacrilamida (7,5 a
18%) dos individuos do bulk 6 da geracédo F, , resultante do cruzamento
entre CMS52 e IHP. As zeinas foram extraidas de quantidades iguais do
endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente a 2,4 mg de
endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular. As

diferentes classes de zeinas foram identificadas de acordo com o seu peso

molecular para posterior analise em densitometro a laser.
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Figura 6 - Andlise da fragdo protéica zeina em gel gradiente de poliacrilamida (7,5 a
18%) dos individuos do bulk 6 da geracdo F, , resultante do cruzamento
entre CMS52 e IHP. As zeinas foram extraidas de quantidades iguais do '
endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente a 2,4 mg de
endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular e as
linhas 1 e 2 correspondem aos genitores CMS52 e IHP, respectivamente. As
diferentes classes de zeinas foram identificadas de acordo com o seu peso

molecular para posterior analise em densitometro a laser.
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Figura 7 - Analise da fracdo protéica zeina em gel gradiente de poliacrilamida (7,5 a
18%) dos individuos do bulk 9 da geracdo F, , resultante do cruzamento
entre CMS52 e IHP. As zeinas foram extraidas de quantidades iguais do
endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente a 24 mg de
endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular. As
diferentes classes de zeinas foram identificadas de acordo com o seu peso

molecular para posterior analise em densitometro a laser.
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Figura 8 - Analise da fragdo protéica zeina em gel gradiente de poliacrilamida (7,5 a
18%) dos individuos do bulk 9 da geragdo F, , resultante do cruzamento
entre CMS52 e IHP. As zeinas foram extraidas de quantidades iguais do
endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente a 2,4 mg de
endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular e as
linhas 1 e 2 correspondem aos genitores CMS52 e IHP, respectivamente. As

diferentes classes de zeinas foram identificadas de acordo com o seu peso

molecular para posterior analise em densitdometro a laser.
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Figura 9 - Andlise da fragdo protéica zeina em gel gradiente de poliacrilamida (7,5 a
18%) dos individuos do bulk 10 da geracédo F, , resultante do cruzamento
entre CMS52 e IHP. As zeinas foram extraidas de quantidades iguais do
endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente a 2,4 mg de
endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular. As
diferentes classes de zeinas foram identificadas de acordo com o seu peso

molecular para posterior analise em densitometro a laser.
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Figura 10 - Analise da fracdo proteica zeina em gel gradiente de poliacrilamida (7,5 a
18%) dos individuos do bulk 10 da geracédo F, , resultante do cruzamento
entre CMS52 e IHP. As zeinas foram extraidas de quantidades iguais do
endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente a 2,4 mg de
endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular e as
linhas 1 e 2 correspondem aos genitores CMS52 e IHP, respectivamente. As
diferentes classes de zeinas foram identificadas de acordo com o seu peso

molecular para posterior anélise em densitometro a laser.
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Figura 11 - Analise da fragcdo protéica ndo-zeina em gel gradiente de poliacrilamida
(7,5 a 18%) dos individuos do bulk 1 da geragdo F,, resultante do
cruzamento entre CMS52 e IHP. As nao-zeinas foram extraidas de
quantidades iguais do endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente
a 7,5 mg de endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso
molecular. Os polipeptideos que compdem esta fragdo foram numerados de

1 a 17 para posterior analise em densitdometro a laser.
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Figura 12 - Andlise da fragdo protéica ndo-zeina em gel gradiente de poliacrilamida
(7,56 a 18%) dos individuos do bulk 1 da geragdo F, resultante do
cruzamento entre CMS52 e IHP. As ndo-zeinas foram extraidas de
quantidades iguais do endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente
a 7,5 mg de endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso
molecular e as linha 1 e 2 correspondem aos genitores CMS52 e IHP,
respectivamente. Os polipeptideos que compdem esta fracdo foram

numerados de 1 a 17 para posterior analise em densitdmetro a laser.
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Figura 13 - Anédlise da fracdo protéica ndo-zeina em gel gradiente de poliacrilamida

(7,5 a 18%) dos individuos do bulk 4 da geracdo F,, resultante do
cruzamento entre CMS52 e IHP. As nao-zeinas foram extraidas de
quantidades iguais do endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente
a 7,5 mg de endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso
molecular. Os polipeptideos que compdem esta fragdo foram numerados de

1 a 17 para posterior analise em densitdmetro a laser.
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Figura 14 - Analise da fragdo protéica ndo-zeina em gel gradiente de poliacrilamida

(7,5 a 18%) dos individuos do bulk 4 da geragdo F, resultante do
cruzamento entre CMS52 e IHP. As nao-zeinas foram extraidas de
quantidades iguais do endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente
a 7,5 mg de endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso
molecular e as linhas 1 e 2 correspondem aos genitores CMS52 e [HP,
respectivamente. Os polipeptideos que compdem esta fragdo foram

numerados de 1 a 17 para posterior analise em densitdometro a laser.
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Figura 15 - Analise da fragdo protéica ndo-zeina em gel gradiente de poliacrilamida

(7,5 a 18%) dos individuos do bulk 6 da geracdo F, resultante do
cruzamento entre CMS52 e IHP. As nao-zeinas foram extraidas de
quantidades iguais do endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente
a 7,5 mg de endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso
molecular. Os polipeptideos que compdem esta fragao foram numerados de

1 a 17 para posterior analise em densitometro a laser.
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Figura 16 - Andlise da fragcdo protéica ndo-zeina em gel gradiente de poliacrilamida

(7,5 a 18%) dos individuos do bulk 6 da geragdo F, resultante do
cruzamento entre CMS52 e IHP. As ndo-zeinas foram extraidas de
quantidades iguais do endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente
a 7,5 mg de endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso
molecular e as linhas 1 e 2 correspondem aos genitores CMS52 e IHP,
respectivamente. Os polipeptideos que compdem esta fragcdo foram

numerados de 1 a 17 para posterior analise em densitdometro a laser.



Figura 17 - Andlise da fragdo protéica ndo-zeina em gel gradiente de poliacrilamida
(7,5 a 18%) dos individuos do bulk 9 da geracdo F, resultante do

cruzamento entre CMS52 e IHP. As nao-zeinas foram extraidas de
quantidades iguais do endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente
a 7,5 mg de endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso
molecular. Os polipeptideos que compdem esta fragdo foram numerados de

1 a 17 para posterior analise em densitometro a laser.
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Figura 18 - Andlise da fracdo protéica ndo-zeina em gel gradiente de poliacrilamida

(7,5 a 18%) dos individuos do bulk 9 da geragdo F, resultante do
cruzamento entre CMS52 e IHP. As nao-zeinas foram extraidas de
quantidades iguais do endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente
a 7,5 mg de endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso
molecular e as linhas 1 e 2 correspondem aos genitores CMS52 e IHP,
respectivamente. Os polipeptideos que compdem esta fragdo foram

numerados de 1 a 17 para posterior analise em densitometro a laser.
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Figura 19 - Analise da fragéo protéica nio-zeina em gel gradiente de poliacrilamida

(7,5 a 18%) dos individuos do bulk 10 da geracdo F, resultante do
cruzamento entre CMS52 e IHP. As nado-zeinas foram extraidas de
quantidades iguais do endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente
a 7,5 mg de endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso
molecular. Os polipeptideos que compdem esta fragdo foram numerados de

1 a 17 para posterior analise em densitdmetro a laser.
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Figura 20 - Analise da fragdo protéica nao-zeina em gel gradiente de poliacrilamida
(7,5 a 18%) dos individuos do bulk 10 da geragao F,, resultante do
cruzamento entre CMS52 e IHP. As ndo-zeinas foram extraidas de
quantidades iguais do endosperma, sendo aplicado no gel o correspondente
a 7,5 mg de endosperma. A linha M corresponde ao marcador de peso
molecular e as linhas 1 e 2 correspondem aos genitores CMS52 e IHP,
respectivamente. Os polipeptideos que compéem esta fracdo foram

numerados de 1 a 17 para posterior analise em densitdmetro a laser.



ANEXO B

Tabela 1 - Valores absolutos de absorbancia das fragdes zeina e n3o-zeina e valores
relativos das fragdes zeina e ndo-zeina dos individuos dos bulks F,

resultantes do cruzamento entre CMS52 e IHP.

Progénies Genétipo Valores Valores Valores Valores
absolutos de absolutos de relativos de relativos de
Zeina Nao-zeina zeina Néo-zeina
CMS52 semi-opaco 5776,62 16979,64 100,00 100,00
IHP normal 14597,01 16187,82 252,69 95,34
1 semi-opaco 4385,86 17484,76 75,92 102,97
1 semi-opaco 4516,39 18376,49 78,18 108,23
1 semi-opaco 5154,82 23354,24 89,24 137,54
1 semi-opaco 7405,96 20168,49 128,21 118,78
1 semi-opaco 6046,14 22206,16 104,67 130,78
1 semi-opaco 6919,57 20393,39 119,79 120,10
1 semi-opaco 7177,45 22705,40 124,25 133,72
1 semi-opaco 5799,33 21216,54 100,39 124,95
1 semi-opaco 6932,13 18455,93 120,00 108,69
1 semi-opaco 6763,61 19894,66 117,09 117,17
1 normal 6518,61 13098,43 112,84 77,14
1 normal 7022,03 7340,18 121,56 43,23
1 normal 6522,05 14402,50 112,90 84,82
1 normal 7697,20 11719,88 133,25 69,02
1 normal 7911,97 13996,54 136,97 82,43
1 normal 840757 17480,92 145,54 102,95
1 normal 6801,65 13812,53 117,74 81,35
1 normal 6345,22 15987,63 109,84 94,16
1 normal 8012,19 13182,60 138,70 77,64
1 normal 6570,06 13033,08 113,74 76,76
4 semi-opaco 11782,93 13950,60 203,98 82,16
4 semi-opaco 10579,89 — 183,15 —_—
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4 semi-opaco 8829,53 15868,48 152,85 93,46
4 semi-opaco 8100,95 17684,66 140,24 104,15
4 semi-opaco 8040,02 22421,01 139,18 132,05
4 semi-opaco 9410,45 20143,43 162,91 118,63
4 semi-opaco 9036,51 17599,83 156,43 103,65
4 semi-opaco 8518,65 17200,39 164,78 101,30
4 semi-opaco 9451,27 18560,18 163,61 109,31
4 semi-opaco 9189,27 1902568,22 159,08 113,42
4 normal 7138,72 12145,93 123,58 71,83
4 normal 9075,94 12545,49 157,12 73,89
4 normal 13970,45 13059,93 241,84 76,92
4 normal 103562,69 14600,44 179,22 85,99
4 normal 10657,20 14222,26 184,49 83,76
4 normal 11486,28 15682,44 199,01 92,36
4 normal 11988,67 14546,94 207,54 85,67
4 normal 11388,34 15067,76 197,15 88,74
4 normal 12875,64 321,84 222,89 54,90
4 normal 12450,52 9572,01 215,53 56,37
6 semi-opaco 10529,23 15685,96 182,27 92,38
6 semi-opaco 10885,78 21836,42 188,45 128,60
6 semi-opaco 11678,31 23287,56 202,17 137,16
6 semi-opaco 19385,32 15901,26 335,58 93,65
6 semi-opaco 10248,32 20690,47 177,41 121,85
6 semi-opaco 10610,21 16915,58 183,67 99,62
6 semi-opaco 13305,04 16599,05 230,33 97,76
6 semi-opaco 10913,64 18722,32 188,93 110,26
6 semi-opaco 13224,38 16774,93 228,93 98,79
6 semi-opaco 14339,22 14635,83 248,23 86,20
6 normal 18346,02 15761,38 317,69 92,83
6 normal 23165,18 19442,05 401,02 114,50
6 normal 23147,81 24919,52 400,72 146,76
6 normal 16463,61 21221,91 285,00 124,98
6 normal 14098,80 22189,54 244,07 130,68
6 normal 13910,73 22137,84 240,81 130,38
6 normal 15208,80 23925,67 263,28 140,91
6 normal 14686,25 21919,48 254 41 129,09
6 normal 13485,34 23436,99 233,45 138,38
6 normal 13566,79 23239,83 234,86 136,87
9 semi-opaco 10859,23 19281,18 187,99 113,55
9 semi-opaco 12556,04 18099,85 217,36 106,60
9 semi-opaco 12930,62 19647,43 223,84 115,71
9 semi-opaco 12029,59 20494,42 208,25 120,70
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9 semi-opaco 13117,20 21392,61 227,07 125,99
9 semi-opaco 12621,77 17793,78 218,50 104,79
9 semi-opaco 10472,16 18893,60 181,29 111,27
9 semi-opaco 11024,43 20569,76 190,85 121,14
9 semi-opaco 10319,88 16749,70 178,65 92,76
9 semi-opaco 10848,43 16160,18 187,80 95,17
9 normal 9320,95 16676,20 161,36 98,21
9 normal 5770,80 13149,59 99,90 77,44
9 normal 9848,35 16019,62 170,49 94,35
g normal 6904,53 17903,20 119,53 105,44
9 normal 7483,79 16203,00 129,55 89,54
9 normal 11319,24 15896,75 195,95 93,62
9 normal 11287,89 18600,08 195,41 109,54
9 normal 9789,90 15260,33 169,47 89,87
9 normal 10856,72 16083,07 187,94 94,72
9 normal 10409,52 14496,85 180,20 85,38
10 semi-opaco 8962,14 24093,70 165,14 141,90
10 semi-opaco 8042,65 19150,95 156,54 112,79
10 semi-opaco 9824,85 21301,49 170,08 125,45
10 semi-opaco 10238,42 20870,72 177,24 122,92
10 semi-opaco 8203,85 — 142,02 —
10 semi-opaco 10058,97 32144,05 174,13 189,31
10 semi-opaco 10763,47 22121,74 186,33 130,28
10 semi-opaco 10348,00 22220,48 179,14 130,87
10 semi-opaco 9636,86 2259460 166,83 133,07
10 semi-opaco 9854,17 27341,90 170,59 161,03
10 normal 8351,75 20512,89 144,58 120,81
10 normal 10931,09 20234,45 189,23 119,17
10 normal 11268,89 21624,21 195,08 127,35
10 normal 9324,09 21286,55 161,41 125,37
10 normal 9483,69 17110,63 164,17 100,77
10 normal 11901,30 18624,31 206,03 109,69
10 normal 9926,87 22629,31 171,85 133,27
10 normal 10988,77 21208,72 190,23 124,91
10 normal 9281,37 18298,06 160,67 107,76
10 normal 10799,69 19984,79 186,96 117,70
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Tabela 2 - Valores de percentagem de proteina e triptofano presente nas proteinas do

endosperma e estimadores de proteina (b) e néo-zeina (b) dos individuos

dos bulks F, resultante do cruzamento entre CMS52 e IHP.

Bulks Genétipo %Proteina Estimador de %Triptofano Estimador de
proteina nao-zeina
1 semi-opaco 10,68 0,00302 0,72 0,00065
1 semi-opaco 9,63 0,00370 0,45 0,00048
1 semi-opaco 10,51 0,00316 0,44 0,00060
1 semi-opaco 10,59 0,00346 0,45 0,00041
1 semi-opaco 9,52 0,00259 0,48 0,00054
1 semi-opaco 10,15 0,00291 0,46 0,00071
1 semi-opaco 12,14 0,00313 0,37 0,00122
1 semi-opaco 10,96 0,00306 0,66 0,00116
1 semi-opaco 10,58 0,00346 0,42 0,00065
1 semi-opaco 8,13 0,00356 0,43 0,00071
1 normal 10,86 0,00370 0,26 0,00034
1 normal 11,35 0,00405 0,24 0,00034
1 normal 11,88 0,00351 0,28 0,00050
1 normal 11,12 0,00428 0,23 0,00034
1 normal 11,03 0,00402 0,25 0,00023
1 normal 11,44 0,00407 0,23 0,00023
1 normal 11,86 0,00461 0,24 0,00099
1 normal 12,31 0,00468 0,24 0,00080
1 normal 10,99 0,00487 0,26 0,00061
1 normal 12,35 0,00494 0,23 0,00043
4 semi-opaco 15,59 0,00481 0,28 0,00099
4 semi-opaco 14,00 0,00430 0,31 0,00080
4 semi-opaco 14,48 0,00429 0,29 0,00061
4 semi-opaco 13,36 0,00471 0,31 0,00043
4 semi-opaco 13,84 0,00455 0,29 0,00050
4 semi-opaco 14,34 0,00435 0,28 0,00091
4 semi-opaco 12,10 0,00274 0,41 0,00063
4 semi-opaco 13,63 0,00482 0,40 0,00056
4 semi-opaco 12,88 0,00429 0,34 0,00106
4 semi-opaco 13,83 0,00464 0,29 0,00101
4 normal 16,83 0,00491 0,16 0,00037
4 normal 16,66 0,00491 0,15 0,00041
4 normal 16,77 0,00484 0,21 0,00041
4 normal 17,62 0,00456 0,18 0,00031
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4 normal 18,02 0,00500 0,14 0,00036
4 normal 17,51 0,00490 0,17 0,00042
4 normal 17,62 0,00499 0,14 0,00042
4 normal 17,34 0,00431 0,17 0,00034
4 normal 16,72 0,00368 0,21 0,00037
4 normal 16,15 0,00493 0,19 0,00065
6 semi-opaco 11,66 0,00394 0,41 0,00059
6 semi-opaco 11,23 0,00472 0,43 0,00071

6 semi-opaco 11,46 0,00374 0,43 0,00117
6 semi-opaco 11,90 0,00414 0,39 0,00088
6 semi-opaco 11,42 0,00427 0,37 0,00059
6 semi-opaco 11,54 0,00376 0,45 0,00076
6 semi-opaco 11,33 0,00375 0,40 0,00045
6 semi-opaco 11,42 0,00348 0,41 0,00071

6 semi-opaco 11,45 0,00454 0,69 0,00048
6 semi-opaco 12,02 0,00300 0,74 0,00066
6 normal 13,03 0,00347 0,28 0,00034
6 normal 12,13 0,00322 0,29 0,00076
6 normal 13,26 0,00464 0,25 0,00044
6 normal 13,94 0,00446 0,24 0,00023
6 normal 12,64 0,00444 0,20 0,00027
6 normal 12,98 0,00472 0,25 0,00023
6 normal 13,42 0,00470 0,23 0,00034
6 normal 14,25 0,00476 0,24 0,00044
6 normal 12,68 0,00454 0,23 0,00033
6 normal 13,27 0,00471 0,24 0,00038
9 semi-opaco 9,76 0,00356 0,43 0,00071

9 semi-opaco 10,38 0,00323 0,36 0,00074
9 semi-opaco 10,34 0,00333 0,36 0,00112
9 semi-opaco 10,34 0,00327 0,37 0,00062
9 semi-opaco 8,83 0,00306 0,46 0,00048
9 semi-opaco 9,34 0,00314 0,39 0,00043
9 semi-opaco 9,77 0,00311 0,36 0,00043
9 semi-opaco 11,63 0,00351 0,41 0,00050
9 semi-opaco 10,59 0,00331 0,41 0,00062
9 semi-opaco 11,00 0,00371 0,35 0,00033
9 normal 11,85 0,00419 0,17 0,00029
9 normal 11,46 0,00407 0,21 0,00028
9 normal 13,00 0,00443 0,24 0,00048
S normal 11,34 0,00451 0,25 0,00044
9 normal 11,45 0,00472 0,14 0,00041
9 normal 12,20 0,00502 0,24 0,00058
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9 normal 12,06 0,00421 0,23 0,00048
9 normal 12,40 0,00454 0,35 0,00047
9 normal 9,76 0,00462 0,35 0,00050
9 normal 11,76 0,00417 0,19 0,00033

Tabela 3 - Valores de percentagem de proteina e triptofano presente nas proteinas do
endosperma e estimadores de proteina (b) e ndo-zeina (b) das familias S;

resultante da autofecundagao da populagdo CMS475 QPM.

Familias %Proteina Estimador de %Triptofano Estimador de
proteina ndo-zeina
1 12,35 0,00292 0,64 0,00065
2 10,07 0,00254 0,67 0,00049
3 11,42 0,00267 0,64 0,00085
4 9,19 0,00236 0,73 0,00034
5 12.256 0,00360 0,51 0,00039
6 11,14 0,00355 0,49 0,00034
7 9,84 0,00290 0,71 0,00034
8 9,19 0,00277 0,69 0,00045
9 9,84 0,00277 0,75 0,00048
10 10,42 0,00295 0,61 0,00048
11 9,88 0,00256 0,75 0,00042
12 10,02 0,00250 0,82 0,00049
13 10,96 0,00343 0,61 0,00067
14 9,93 0,00355 0,60 0,00073
15 9,07 0,00231 0,76 0,00078
16 12,62 0,00355 0,59 0,00109
17 8,72 0,00248 0,67 0,00039
18 9,03 0,00277 0,66 0,00049
19 10,11 0,00246 0,89 0,00041
20 10,74 0,00321 0,81 0,00055
21 8,27 0,00261 0,77 0,00050
22 11,95 0,00310 0,70 0,00066
23 10,15 0,00314 0,74 0,00070
24 10,92 0,00355 0,81 0,00053
25 10,24 0,00250 0,76 0,00059
26 9,43 0,00260 0,81 0,00059
27 11,23 0,00285 0,91 0,00065
28 9,84 0,00276 0,78 0,00042
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

9,25

10,02
10,60
10,42
9,30

11,50
9,30

7,68

11,18
10,00
9,75
11,81
8,98
11,41
10,51
10,92
8,49
11,57
10,43
8,65
10,53
12,37
8,10

9,79

8,35

8,94

9,58

11,65
9,95
10,78
11,80
9,35

8,57

9,34

11,76
9,70

11,72
8,73

10,8

1117
9,73

9,34

0,00215
0,00261
0,00239
0,00253
0,00194
0,00235
0,00206
0,00146
0,00312
0,00213
0,00292
0,00326
0,00268
0,00372
0,00284
0,00332
0,00258
0,00333
0,00276
0,00228
0,00308
0,00377
0,00261
0,00275
0,00197
0,00194
0,00261
0,00333
0,00236
0,00193
0,00320
0,00237
0,00212
0,00233
0,00441
0,00380
0,00415
0,00287
0,00352
0,00260
0,00329
0,00249

0,84
0,70
0,79
0,69
0,75
0,60
0,79
0,68
0,83
0,53
0,72
0,76
0,71
0,63
0,66
0,68
0,83
0,63
0,75
0,58
0,67
0,59
0,66
0,61
1,04
0,77
0,64
0,81
0,69
0,71
0,68
0,61
0,85
0,72
0,64
0,62
0,64
0,76
0,75
0,53
0,63
0,65

0,00042
0,00042
0,00048
0,00042
0,00032
0,00054
0,00036
0,00031
0,00048
0,00028
0,00077
0,00042
0,00050
0,00046
0,00054
0,00061
0,00055
0,00051
0,00068
0,00034
0,00054
0,00043
0,00042
0,00054
0,00034
0,00028
0,00039
0,00066
0,00045
0,00044
0,00042
0,00039
0,00046
0,00032
0,00062
0,00052
0,00011
0,00044
0,00082
0,00044
0,00044
0,00076
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71 8,65 0,00314 0,97 0,00138
72 8,32 0,00192 0,77 0,00055
73 10,09 0,00242 0,68 0,00076
74 7,81 0,00232 0,56 0,00034
75 9,93 0,00237 0,73 0,00040
76 9,14 0,00287 0,54 0,00062
77 10,25 0,00218 0,56 0,00044
78 11,30 0,00256 0,77 0,00040
79 10,58 0,00272 0,61 0,00059
80 10,46 0,00288 0,56 0,00053
81 13,18 0,00343 0,50 0,00077
82 10,17 0,00279 0,59 0,00059
83 10,24 0,00233 0,65 0,00065
84 9,11 0,00234 0,63 0,00074
85 11,11 0,00282 0,57 0,00091
86 12,06 0,00345 0,62 0,00054
87 7,97 0,00154 0,69 0,00042
88 9,57 0,00249 0,56 0,00040
89 8,32 0,00204 0,69 0,00034
S0 9,27 0,00248 0,69 0,00093
N 9,17 0,00250 0,62 0,00093
92 9,42 0,00212 0,60 0,00172
93 12,41 0,00261 0,95 0,00108
94 8,97 0,00199 0,69 0,00044
95 11,51 0,00308 0,63 0,00093
96 10,47 0,00269 0,51 0,00054
97 9,68 0,00267 0,66 0,00042
98 13,30 0,00334 0,81 0,00088
99 10,84 0,00297 0,63 0,00054
100 10,00 0,00095 0,38 0,00096
101 11,44 0,00285 0,65 0,00122
102 9,64 0,00215 0,57 0,00093
103 9,47 0,00266 0,80 0,00093
104 11,43 0,00314 0,82 0,00094
105 9,69 0,00235 0,75 0,00076
106 10,00 0,00162 0,57 0,00045
107 7,17 0,00188 0,76 0,00048
108 9,80 0,00286 0,70 0,00054
109 11,11 0,00285 0,70 0,00059
110 9,80 0,00259 0,72 0,00055
111 11,82 0,00309 0,50 0,00054
112 9,74 0,00241 0,76 0,00054
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156 10,20 0,00278 0,79 0,00054
166 10,60 0,00176 0,77 0,00071
157 10,99 0,00251 0,61 0,00061
168 10,88 0,00239 0,73 0,00048
159 10,65 0,00265 0,77 0,00089
160 9,62 0,00226 0,70 0,00034
161 10,29 0,00272 0,67 0,00053
162 9,63 0,00248 0,78 0,00043
163 9,06 0,00250 0,93 0,00061
164 6,96 0,00128 0,72 0,00033
165 8,55 0,00251 0,83 0,00048
166 8,95 0,00172 0,94 0,00065
167 10,08 0,00258 0,86 0,00093
168 10,37 0,00286 1,09 0,00082
169 12,02 0,00320 0,65 0,00093
170 13,08 0,00320 0,88 0,00183
171 12,93 0,00347 0,75 0,00127
172 10,60 0,00328 0,67 0,00144
173 11,11 0,00252 0,77 0,00189
174 11,93 0,00267 0,89 0,00116
175 9,59 0,00252 0,89 0,00138
176 10,55 0,00238 0,99 0,00133
177 8,54 0,00258 1,20 0,00062
178 8,49 0,00238 1,12 0,00045
179 8,49 0,00245 0,72 0,00060
180 8,86 0,00183 0,94 0,00045
181 10,44 0,00236 0,83 0,00178
182 10,13 0,00242 0,85 0,00127
183 9,07 0,00210 1,02 0,00099
184 10,18 0,00230 0,74 0,00059
185 9,76 0,00290 0,91 0,00100
186 10,76 0,00300 0,69 0,00072
187 8,06 0,00182 0,96 0,00055
188 10,50 0,00265 0,87 0,00050
189 10,40 0,00248 0,71 0,00061
180 13,15 0,00312 0,78 0,00065
191 9,76 0,00223 0,67 0,00057
192 10,13 0,00281 0,77 0,00049
193 9,23 0,00217 0,96 0,00054
194 9,97 0,00230 0,93 0,00048
195 10,82 0,00221 0,78 0,00076
196 12,04 0,00233 0,68 0,00054
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113 9,14 0,00251 0,50 0,00034
114 11,16 0,00326 0,49 0,00057
115 8,49 0,00198 0,80 0,00054
116 10,84 0,00270 0,81 0,00054
117 11,76 0,00271 0,63 0,00087
118 11,44 0,00287 0,64 0,00079
119 10,73 0,00300 0,62 0,00045
120 10,89 0,00311 0,68 0,00085
121 10,51 0,00284 0,68 0,00076
122 12,04 0,00345 0,59 0,00071
123 8,54 0,00211 0,71 0,00065
124 11,16 0,00263 0,65 0,00043
125 11,48 0,00264 0,77 0,00121
126 11,27 0,00272 0,78 0,00161
127 12,52 0,00268 0,66 0,00072
128 11,82 0,00274 0,68 0,00065
129 9,20 0,00234 0,66 0,00051
130 12,04 0,00239 0,79 0,000899
131 9,96 0,00218 0,58 0,00055
132 10,56 0,00249 0,66 0,00042
133 11,33 0,00265 0,55 0,00071
134 9,69 0,00198 0,65 0,00057
135 8,87 0,00203 0,82 0,00121
136 9,80 0,00312 0,70 0,00086
137 9,86 0,00258 0,73 0,00076
138 11,96 0,00286 0,55 0,00054
139 10,60 0,00236 0,74 0,00071
140 11,46 0,00348 0,71 0,00054
141 10,00 0,00133 0,63 0,00045
142 9,58 0,00276 0,69 0,00038
143 10,60 0,00281 0,70 0,00082
144 9,23 0,00196 0,83 0,00045
145 10,31 0,00251 0,86 0,00093
146 7,76 0,00214 0,94 0,00042
147 10,37 0,00210 0,91 0,00070
148 7,08 0,00133 1,03 0,00033
149 10,71 0,00260 0,78 0,00069
150 10,54 0,00284 0,68 0,00043
151 10,71 0,00294 0,79 0,00071
152 9,92 0,00199 0,76 0,00048
153 10,14 0,00235 0,88 0,00068
154 10,88 0,00265 0,92 0,00077
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197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231

10,66
9,76
7,58

10,82
11,62
9,56

12,33

12,68
12,43
10,12
10,45

10,40
9,48

12,20
9,77

10,99
12,20
10,65
12,39
8,37
8,66
10,16
10,16
9,29
11,13
12,25
11,67
12,88
7,59
12,25
9,43
11,81
8,37
10,23
12,23

0,00248
0,00221
0,00152
0,00191
0,00292
0,00234
0,00250
0,00275
0,00265
0,00172
0,00211
0,00291
0,00213
0,00309
0,00258
0,00299
0,00284
0,00256
0,00275
0,00167
0,00172
0,00270
0,00265
0,00211
0,00265
0,00273
0,00269
0,00281
0,00136
0,00275
0,00203
0,00263
0,00132
0,00272
0,00269

0,88
1,07
0,99
0,80
0,88
0,80
0,78
0,70
0,60
0,55
0,76
0,71
0,87
1,00
0,92
0,58
0,86
0,88
0,72
0,91
0,86
0,85
0,91
0,88
0,60
0,79
0,82
0,60
0,79
0,83
0,81
0,69
0,65
0,69
0,68

0,00076
0,00065
0,00040
0,00057
0,00057
0,00045
0,00066
0,00054
0,00087
0,00044
0,00054
0,00144
0,00065
0,00088
0,00059
0,00065
0,00082
0,00054
0,00071
0,00045
0,00044
0,00054
0,00060
0,00054
0,00054
0,00071
0,00065
0,00059
0,00085
0,00088
0,00059
0,00065
0,00059
0,00050
0,00051






