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RESUMO

SILVA, Raimundo Pereira da. Caracterizagio dos padrdes protéicos do
endosperma de milho e sua relaciio com a estrutura fisica do grio.
Lavras: UFLA, 1998 89p. (Dissertagio —~ Mestrado em Genética e
Melhoramento de plantas)'

As propriedades fisicas do grido de milho sdo de grande importincia no
processamento deste cereal, embora pouco se conhega sobre os fatores
bioquimicos, moleculares e estruturais que afetam essas caracteristicas. A
converséo do endosperma opaco em vitreo envolve uma relagdo intrinseca entre
proteinas e corpos protéicos, numa distribui¢#io espacial e temporal especifica
durante todo o periodo de formagio do endosperma. Desse modo, o
acompanhamento das alteragSes quantitativas das fragdes protéicas do
endosperma poderia contribuir para o conhecimento dos mecanismos genéticos e
bioquimicos envolvidos no processo. Utilizando-se de um genétipo indigena BOL
II (mutante) com caracteristica fenotipica de endosperma opaco e mole, ¢ uma
linhagem Hibrido Simples (paterno) do BR 201, de endosperma duro e vitreo,
foram feitas avaliagSes dos padrdes protéicos destes genétipos individualizados e
dos cruzamentos reciprocos entre eles, mediante o uso de eletroforese de
poliacrilamida e densitometria a laser. Os padres protéicos referentes as
geragdes Fy, F» ¢ F; desses cruzamentos, e de outros gendtipos indigenas
referenciais, foram estudados. Os resultados indicaram que a heranga de
densidade do endosperma é do tipo monogénica. Além disso, as anilises da
geragiio F; revelaram que existe, para a fragiio protéica das ‘ndo-zeinas’, um
padrido de polipeptideos que podem estar associados & caracteristica fisica de
opacidade/vitreosidade do endosperma, podendo assim servir como um indicador
molecular para essa caracteristica.

! Orientador: Edilson Paiva, Membros da Banca: Jodo Bosco dos Santos e Luciano
Vilela Paiva.



ABSTRACT

Characterization of the protein patterns from maize endosperm and their
relationship with the physical structure of the grain®.

The physical properties of corn grains are very important for its
processing, although little is known about the biochemical, molecular and
structural factors affecting this trait. The conversion of an opaque into a vitreous
endosperm involves an intrinsic relationship between proteins and protein bodies,
in a specific spatial and temporal distribution throughout the whole period of
endosperm formation. Thus, a contribution to the knowledge about the genetic
and biochemical mechanisms involved in this process could be achieved by
following quantitative changes in the protein fractions of the endosperm. By using
both an exotic mutant genotype (BOL II), with opaque and soft endosperm, and a
Single Hybrid (paternal) line of the BR201 cultivar, with hard and vitreous
endosperm, the protein patterns for these individual genotypes, as well as for their
reciprocal crosses, were evaluated through polyacrylamide gel electrophoresis and
laser densitometry. The protein patterns referring to the F,, F, and F,3 generations
from those crosses, and to the other exotic genotypes (used as a reference), were
studied. The results indicated that endosperm density is a monogenic trait.
Furthermore, the analyses for the F; generation revealed, at least for the ‘non-
zein® fraction, that there is a possible association between the polypeptide pattern
obtained for the endosperm and its opaque/vitreous phenotype, which might serve
as a molecular tracer for this trait.

? Guidance Committe: Edilson Paiva (Major Profssor), Joiio Bosco dos Santos — UFLA
e Luciano Vilela Paiva - UFLA.



1 Introdugio

Considera-se o milko como uma das culturas mais importantes do mundo
ndo s6 pelo fato de ser produzido em grande volume, ou de ocupar uma imensa
area cultivada, mas principalmente pelo seu papel s6cio-econémico, constituindo-
se em matéria-prima bdsica para uma ampla gama de aplicag3es, tais como:
produgio de amido, Oleo, farinha e glicose, utilizagdo com destaque na
composi¢do de ragBes, em especial na suinocultura e avicultura, utilizagio nas
industrias téxtil, de bebidas, papéis, papeldes, curtume; colas, etc. No estado in
natura, é empregado na forma de farelo, ragdo ou silagem.

Apesar do potencial que seu griio apresenta como fonte protéica,
contendo cerca de 10% de proteina na matéria seca, é considerado um alimento
energético para seres humanos e animais monogastricos devido a sua deficiéncia
em aminodcidos essenciais, como a lisina e o triptofano. Apés tentativas de se
modificar o valor nutricional do milko via melhoramento genético, notou-se que
este alto valor esti associado a uma série de caracteristicas agrondmicas
indesejéveis, tais como maior susceptibilidade ao ataqué de pragas e doengas, ¢
menor produtividade, os quais afetam a sua ampla utilizagio comercial.

Grupos de pesquisadores do centro mundial de pesquisa em milho -
CIMMYT (México), e de outros centros como Pietermariteburg (Africa do Sul),
CNPMS/EMBRAPA (Brasil), Beijing (China), Purdue University, University of
Ilinois, Texas A & M, University of Arizona (USA), tém devotado um grande
esforgo ao estudo e melhoramento de milko mutante com alta qualidade protéica
do grdo, “Quality Protein Maize” ou QPM. Esses materiais ainda nfio sdo
utilizados em grande escala em nenhum pais do mundo porque, do ponto de vista
genético, hd ainda problemas de instabilidade fenotipica do grdo a serem
resolvidos, como, por exemplo, a dureza do endosperma :



O aperfeicoamento de técnicas biotecnolSgicas permitiram o avango no
conhecimento das bases genéticas e dos mecanismos envolvidos na expressdo das
vérias caracteristicas de interesse agrondmico, tais como dureza do gréo, teor de
aminoacidos essenciais, etc. Essas ferramentas constituem um importante apoio
aos programas de melhoramento voltados para obtengfio de milhos QPM. Apesar
da textura do grdo ser de uma importéncia fundamental para processo produtivo
do milho, sobretudo no beneficiamento, pouco se conhece sobre os fatores
bioquimicos e estruturais que afetam essa caracteristica. “Vitreosidade” e
“dureza” séo termos comumente utilizados para se referir & composigzio do grdo.
A vitreosidade estd relacionada com a aparéncia do endosperma enquanto que a
dureza se refere a textura ou resisténcia fisica. As cultivares comerciais de milho
tendem a possuir endosperma vitreo.

A conversdo do endosperma “opaco” em “vitreo” foi associada a um
aumento na sintese de uma proteina denominada ‘gama-zeina’, de 27kDa.
Entretanto, as relagSes entre o aumento do contelido de gama-zeina, sua
distribuicio nos corpos protéicos e a modificagio das caracteristicas do
endosperma nfio sfo ainda bem estabelecidos. Pesquisadores do CNPMS, em
conjunto com a equipe do BIDAGRO-UFV (Niicelo de Biologia Aplicada a
Agropecudria-Universidade Federal de Vigosa), vém estudeo comparativamente
as populagdes de milhos indigenas e os fenétipos comerciais. Os fendtipos
indigenas apresentam griios opacos de baixa densidade, semelhantes, por
exemplo, aos mutantes opaco-2 (de alta qualidade protéica); porém, apresentam
baixa qualidade protéica, como os fendtipos comerciais (vitreos). Observou-se
que essas populagdes indigenas nfo estavam inclufdas em nenhuma classe
conhecida de mutantes para a textura (densidade) do endosperma, apresentando,
portanto, um grande potencial para futuros estudos acerca dos mecanismos que
afetam a estrutura e qualidade protéica do endosperma em milho.
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O objetivo principal do presente trabalho € a caracterizagio dos padrdes
eletroforéticos de polipeptideos ¢ sua possivel associagdio direta com as
caracteristicas fisicas do endosperma. Também foi realizado o estudo do efeito da
dosagem de alelos nessas caracteristicas, como forma de contribuir para
aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos genéticos e bioquimicos

envolvidos na formag#o do endosperma do milho.



2 Revisfio de Literatura
2.1 Griio do milho - formacfio e estrutura

A planta do milho é uma espécie monéica, isto &, possui os dois sexos na
mesma planta, separados em inflorescéncias diferentes: as flores masculinas
localizam-se numa panicula terminal conhecida como “flecha” ou “pendiio” e as
femininas em espigas auxiliares. A espiga é constituida por um eixo ou riquis
(sabugo), ao longo do qual se desenvolvem centenas de ovérios, cada um formado
por um évulo e um saco embrionario. Devido a esta natureza morfolégica da
planta, o processo de autofecundagio é minimo, sendo o milho, por isso,
considerado uma planta de polinizagfio cruzada.

O grio do milho formado é um tipo especial de fruto, botanicamente
classificado como ‘cariopse’, composto predominantemente por um endosperma e
um embriio que respondem por aproximadamente 90% e 5%, respectivamente,
do peso seco da semente (Larkins, 1981). Durante a fecundacgéio, uma das células
generativas (gameta masculino), através do tubo polinico, se funde com o évulo
(gameta feminino), originando o embrigo (2n); a outra célula generativa se funde
com o niicleo secundério do saco embrionirio, originando um tecido tripléide (3n)
denominado ‘endosperma’ (Messing, 1987). O endosperma e o embrigo portanto,
originam-se simultaneamente desta chamada dupla-fertilizagio (Dumas e
Mogesen, 1993).

A localizagiio do embriZo no saco embrionario no é casual, sendo sua
posicio dependente dos planos em que as primeiras divisdes da célula
multinucleada ocorrem (Lopes e Larkins, 1993). A parede celular comega a se
formar entre 3 e 4 dias apés a polinizagfio e o seu desenvolvimento completa-se
entre 12 e 14 dias. O endosperma desenvolve-se mais rapidamente que o embriiio;
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mas esse desenvolvimento é acompanhado de diferenciagBes entre os tecidos, o
que resulta em regides com caracteristicas distintas. A camada de tecido mais
externa (células periféricas) modifica-se, forma-se uma regifio espessa chamada
de ‘aleurona’. Essa camada possui um alto conteido de proteinas sokiveis que
circundam o endosperma, em que encontram-se pequenos grios de amido e
corpos protéicos ( Larkins, 1981; Lopes e Larkins, 1993). Na 4rea adjacente a0
embrido, eatre o pericarpo e camada de aleurona, hé uma regisio que tem como
fungdo principal a sintese de enzimas hidroliticas responséveis pela mobilizagio
de polimeros de reserva (tais como amido e proteina), que sdo utilizados durante a
germinagdo da semente. A semente acumula grande quantidades de proteinas de
reserva entre 10 e 50 dias ap6s a polinizagio (Rubenstein e Geraghty, 1989), e a
taxa méxima de sintese ocorre entre 15 e 25 dias (Soave et al., 1975).

2.2 Desenvolvimento do endosperma

A origem do endosperma esté intrinsicamente liéada a dupla fertilizagio.
Dependendo do padrio de desenvolvimento, trés tipos‘ podem ser observados:
nuclear, celular e helicoidal (Lopes e Larkins, 1993). O tipo mais comum € o
nuclear, em que o micleo da célula priméria é subxﬁeﬁdo a viarios ciclos de
divisdo, sem citocinese, gerando assim um grande niimero de nicleos livres e
organizados na periferia da célula. A citocinese, quando inicia, progride
centripetalmente em diregio ao grande vactiolo central, até que o endosperma
torna-se completamente celular. Esse padrio ¢ tipico de semente de cereais como
o mitho, cevada e arroz (Lopes e Larkins, 1993). ’

No desenvolvimento do endosperma do tipo celular, a mitose e a
citocinese ocorrem na primeira divisio do nicleo en’dospermlco e persistern
durante todo o processo. Esse padrio & tipico em espécies do género



Lycopersicon ¢ vérios membros da familias Crassulaceae, Bignoniaceae, e
Labiatae. No tipo helicoidal, um padrdo de divisdo intermediério e incomum, a
primeira célula do endosperma gera duas células com tamanhos diferentes, apés a
primeira diviséo. A célula maior divide-se como no eadosperma do tipo nuclear,
enquanto que a célula menor permanece uninucleada sem se dividir, ou submete-
se apenas a uma série limitada de divisdes para formar uma célula multinucleada
(Lopes e Larkins, 1993).

No endosperma formado, hi o acimulo de compostos que servem de
suporte para as primeiras fases do desenvolvimento do embriio (Lohmer et al.,
1991). Essas reservas incluem basicamente amido e proteinas, enquanto que
lipidios, compostos orginicos e inorginicos existem apenas em pequenas
quantidades no endosperma do milho (Lopes, 1993). O amido constitui a
principal reserva de carbohidratos do endosperma, sendo utilizado como fonte de
energia e carbono pelo embrifio durante a fase de crescimento (Lopes, 1993). As
proteinas, por sua vez, representam aproximadamente 10% do peso seco do
endosperma do mitho, podendo ser divididas em duas categorias distintas:
protefnas de reserva (‘prolaminas’ ou ‘zeina’) e protefnas que desempenham
funcdes diferentes da de reserva (‘ndo-zefnas’, Lopes, 1993).

O arranjo, ou distribuicsio dos corpos protéicos dentro da matriz
amildcea do endosperma apresenta as caracteristicas fenotipicas “opaco” ou
“vitreas”. Indiretamente, esses fendtipos também estio associados a outras
caracteristicas agrondmicas que sfio muito importantes para o melhoramento
genético, como a “‘dureza’ que basicamente descreve a resisténcia da semente a
deformagBes externas, e & quebra mecdnica durante a colheita e o
armazenamento. Foram encontrados alguns mutantes de endosperma de milho em
que um frouxo empacotamento dos componentes do endosperma leva & formagdo
de espagos preenchidos com ar que bloqueiam a passagem da luz através da
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semente madura. Por esta razfio, esses mutantes geralmente s#o conhecidos como
opacos (Robutti et al 1974; Lopes, 1993), apresentando consequentemente, um
endosperma fridvel, de textura farindcea. Os gréos com endosperma ‘vitreo’, por
outro lado, so translicidos e duros (caracterfstica desejivel do ponto de vista
agronbémico). Existem ainda endospermas que apresentam caracteristicas
fenotipicas intermediérias, como os ‘semi-opacos’ ou semi-modificados, que sdo
assim chamados por apresentarem setores com caracteristicas de ambos os tipos

anteriores. g
2.3 Proteinas do endosperma do milho

O endosperma do milho tem sido estudado com grande detalhe, sobretudo
do ponto de vista genético pois além de ser responsével pelo fornecimento de
nutrientes durante a germinagdo, representa uma importante fonte alimenticia
para animais e humanos (Messing, 1987). O endosperma ainda é subutilizado,
como fonte protéica, devido ao seu baixo valor aminoacidico, atribuido a
deficiéncia de aminoécidos essenciais (lisina, triptofano e metionina).

As proteinas totais do endosperma podem ser separadas seqfiencialmente
em quatro fragSes: albuminas, globulinas, prolaminas (‘zefnas’) e glutelinas
(Osborne e Mendel, 1914). A frag#o ‘néio-zeina’, neste caso, seria composta pelas
‘albuminas’, ‘globulinas’ e ‘glutelinas’, sendo essencialmente constituida de
proteinas estruturais, inibidores de proteases, enzimas, etc., com funcdes distintas
das de reserva (‘zeinas’). Suas funges principais sdo estrutural, de protecdio da
semente contra patégenos e predadores, e biossintética (Lopes e Larkins, 1993).
Entretanto, este grupo diverso de proteinas também pode atuar secundariamente
como reserva, possuindo inclusive um valor nutricional major e mais balanceado
(Wallace et al., 1990).



Como j& mencionado a primeira frago protéica extraida do endosperma
compde-se de proteinas soliveis somente em dgua, chamadas ‘albuminas’; na
seqiiéncia de extragdo aparecem as ‘globulinas’, que sdo melhor solubilizadas em
soluges salinas diluidas. Nessas duas primeiras fragdes, verifica-se também a
presenga de aminodcidos livres, pequenos fragmentos de polipeptideos, e alguns
outros compostos soliveis em solugdes salinas aquosas (Mertz, 1986).

O terceiro grupo de proteinas extrafdas é o das ‘prolaminas’ ou ‘zefnas’,
formado por vdrios polipeptideos que diferem na solubilidade em dlcool,
dependendo da presenga ou auséncia de agentes redutores. Vérios investigadores
tém usado diferentes procedimentos para isolamento das “zeinas’, resultando num
complicado sistema de nomenclatura (Wilson, 1986; Shotwell e Larkins, 1989;
Wallace et al., 1990; Paiva et al., 1991). A fragdo total de *zeinas® perfaz cerca
de 60% da proteina total do endosperma. Tal fragdo pode ser extraida em etanol
70% ou 2-propanol 55%, contendo 1% de 2-B-mercaptoetanol. Essa frac%o nfio
possui atividade enzimética, servindo apenas como fonte de carbono e nitrogénio
durante o infcio do desenvolvimento da pléntula (Shotwell e Larkins, 1989). O
restante das proteinas que permanecem insoliveis sdo as ‘glutelinas’, que podem
ser extraidas em solug3es alcalinas dilufdas ou acidas diluidas. As glutelinas
representam uma fracio heterogénea e biologicamente niio-definida (Lopes,
1993).

Cabe citar que um método mais simples de extragdo de proteinas do
endosperma do milho foi proposto por Wallace et al. (1990). Esse procedimento
baseia-se ma solubilizagdo da protefna total do endosperma em um tampdo
alcalino, contendo duodecil sulfato de sodio (SDS) e um agente redutor, 2-f-
mercaptoetanol. Com o acréscimo de etanol a uma concentraggio final de 70%,
tem-se a precipitagio da fragiio ‘nfio-zeina’ como um todo, incluindo as
albuminas, globulinas e glutelinas.



Com base na estrutura primiria e na solubilidade das proteinas, as
‘zeinas’ foram classificadas em quatro tipos distintos: alfa, beta, gama, e delta-
zeinas (Essen, 1986; Larkins et al, 1989). A separagfio.de componentes em SDS-
PAGE resulta em bandas com peso molecular aparente de 27 kDa (gama-zeina),
22 a 19 kDa (alfa-zeinas), 15 a 14 kDa (beta-zeinas), e: 10 kDa (delta-zeina). As
alfas-zeinas (i) representam cerca de 70% da fragdio de ‘zeinas’ (Shotwell e
Larkins, 1989), (ii) s#io proteinas deficientes em aminodcidos essenciais como a
lisina ¢ o triptofano (Nelson, 1969), (iii) possuem um conteiido elevado de
glutamina (25%) leucina (20%) alanina (15%) e prolina (11%) (Lopes, 1993), e
(iv) podem ser separadas, dependendo do genétipo, .em vérios componentes
diferentemente carregados, conforme dados de focalizagio isoelétrica IEF
(Righetti et al, 1977; Hagen e Rubenstein, 1981). Entretanto, n#o se tem certeza
de que estes tltimos representem simples produtos de genes estruturais, visto que
as ‘zeinas’ compdem um grupo de proteinas hidrofébicas, ricas em amidas, nas
quais fatores de agregacio como desamidagdio, pontes dissulfidricas e outras
modificagdes  pés-transcricionais também podem contribuir para a
heterogeneidade de cargas (Tsai, 1983). As ‘alfas-zeinas’ s#io sintetizadas como
pré-proteinas contendo um peptideo-sinal de 20 ou 21 aminodcidos. O
comprimento da proteina madura varia numa faixa de 210 para 245 aminoécidos.

A caracteristica que distingue as alfa-zeinas das demais ‘zeinas’ é a
presenca de polipeptideos de aproximadamente 20 aminodcidos, repetidos em
tandem, na regifio central da proteina (Shotwell e Larkins, 1989). Baseando-se
andlises de dicroismo circular e modelos gerados em computador, foi proposto
que os polipeptideos repetidos formam uma estrutura do tipo c-hélice,
contribuindo para que a proteina adquira a forma de “bastiio”. As pontes de
hidrogénio entre os aminodcidos polares e entre os residuos de glutaminas, nas



extremidades das repetigSes, podem contribuir para a agregagdo das alfa-zeinas
no interior dos corpos proteicos (Agros et al., 1982, Wallace et al., 1988).

As beta-zeinas, proteinas de peso molecular entre 14 e 16 kD,
representam cerca de 15% da fragio ‘zeina’. Quando analisadas através de IEF,
mostraram baixa heterogenidade de cargas, gerando componentes compostos por
um ou dois polipeptideos apenas. A anslise de composigio aminoacidica dessa
proteina mostrou que o peptideo-sinal contém 160 amino4cidos, sendo a mais rica
em aminodcidos sulfurosos como a metionina (11%) e a cistefna (4%) (Esen et
al., 1985; Pedersen et al., 1986). A estrutura secundéria predominante dessa
‘zeina’ € do tipo S-sheet (Pedersen et al., 1986).

As gama-zeinas s3o também conhecidas como ‘proteinas de solubilidade
reduzida’ (PSR), por possuirem elevados niveis de aminodcidos sulfurados
(Wilson e Larkins, 1984), ou seja, a sua baixa solubilidade estaria associada a
presenca de pontes dissulfidricas (Vitale, Ceriotti e Denecke, 1993). Essa fragdio
representa cerca de 20% da ‘zefna’ total, podendo chegar até 50% (Ortega e
Bates, 1993). A gama-zeina é codificada por um dnico loco que pode,
dependendo do gendtipo, apresentar-se de duas formas distintas: como dois genes
funcionais ligados em série, designados “A” e “B”, ou como um gene “Ra”
gerado por uma recombinagéo que resulta na perda do gene “B” (Lopes, 1993). A
estrutura priméria é caracterizada por cinco regides distintas, numa seqiiéncia
formada de 180 aminodcidos. Essas regides correspondem a um segmento amino-
terminal de 11 amino4cidos, uma regido com o hexapeptideo “Pro - Pro - Pro -
Val - His - Leu” repetido oito vezes, uma seqliéncia alternante Pro - X entre os
residuos 70 e 91, uma regifio rica em Cis entre os residuos 92 - 148 ¢ um
segmento na extremidade carboxilica altamente concentrado em Glu.
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2.4 Sintese e deposiciio das ‘zeinas’ em corpos protéicos

Como ja se observou, os principais componentes de reserva do milho e de
outros cereais sdo as prolaminas (‘zeinas’ no milho), as quais possuem uma
grande variagiio em sua estrutura e nas rotas de sintese e deposigio. Em alguns
cereais, elas se agregam dentro de corpos protéicos, ainda no reticulo
endoplasmatico rugose ( RER ); em outros, elas séo transportadas do RER, via
Golgi, para membranas vacuolares (Larkins, Craing e Barros, 1991).
Especialmente no milho, as prolaminas sdo sintetizadas no RER, e
subseqiientemente depositadas no interior de corpos protéicos. O estudo mais
detalhado dessas estruturas, assim como a localizagiio das diversas classes de
‘zeinas’ no interior dos corpos protéicos, ocorreu através de técnicas
imunocitolégicas (Lending et al., 1988; Wallace et al., 11988; Larkins, Craing e
Barros, 1991).

A distribuicio dos diferentes tipos de ‘zefnas’ no interior dos corpos
protéicos do milho parece ser determinada pelas variages temporais e espaciais
na sintese de proteinas, durante o desenvolvimento do endosperma (Lending et al.,
1988; Dumas e Mogesen, 1993). Existe uma relagiio préxima entre a composi¢io
das ‘zeinas’ e os diferentes tamanhos dos corpos protéicos, conforme os estidios
de maturagiio da semente (Larkins, Craing ¢ Barros, 1991). A sintese das “zeinas’
ocorre entre 10 e 40 dias apés a polinizagfio, sendo que o acimulo dessa proteina
se dé de forma linear, dos 14 até 35 dias apés a polinizaggo (Soave et al., 1975).

As ‘zeinas’ sfio transcritas por mRNAs que compdem polirribossomas
aderidos & superficie das membranas do reticulo endoplasmético. Mediante a
clivagem do peptideo-sinal, na porgéio amino-terminal do peptideo, essas
proteinas séo direcionadas para o interior do limem do reticulo endoplasmético,
onde se agregam formando os corpos protéicos (Wallace et al, 1988). Os corpos
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protéicos possuem uma estrutura quase esférica, com o didmetro variando entre
1,0 a 2,0pm, sendo que a maioria possui didmetro na faixa de 0,3 a 1,3um
(Lending et al, 1988). Em genétipos normais, os corpos protéicos possuem um
didmetro que varia de 0,8 a 1,2um (Larkins, Craing e Barros, 1991).

Baseando-se nas diferentes distribui¢des das zeinas nos corpos protéicos,
Larkins, Craing e Barros (1991), sugeriram um modelo padrfio para essas
deposicdes: inicialmente haveria uma formago de depésitos de beta e gama-
zeinas. Posteriormente, as alfas-zeinas comegariam a formar-se de forma discreta
dentro da matriz formada pelas fragdes anteriores, culminando com o seu
acimulo no centro, deixando a beta- e gama-zeina na periferia (Lending et al.,
1988; Larkins, Craing e Barros, 1991). No entanto, a quantidade e a distribuigsio
relativa dessas proteinas variam substancialmente entre os diferentes corpos
protéicos (Lending et al., 1988). Por causa da insolubilidade das prolaminas
solventes aquosos, existem muitas dificuldades para o estudo da sua conformagio
e interagGes estruturais (Larkins, Craing e Barros, 1991).

2.5 Caracteristicas dos genes das ‘zeinas’

Utilizando-se cDNAs como sondas de hibridagfio, fragmentos de DNA
nuclear contendo genes de vérias classes de ‘zeinas® foram isolados e depois
seqiienciados (Tsai, 1983). Os genes que codificam as alfa-zeinas compreendem
uma grande familia de aproximadamente 75-100 genes (Hagen e Rubenstein,
1981; Burr e Burr, 1982); porém, esse grande niimero nsio contribui como fator
Unico para descrever a complexidade de cargas detectadas por anilise de
focalizagdo isoelétrica (IEF) (Wilson, Shewry e Miflin, 1981; Soave e Salamini,
1984; Motto et al.,, 1989), e eletroforese de SDS bidimensional (Thompson e
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Larkins, 1989). Outros aspectos de regulagfio e modificagiio pés-transcricionais
também colaboram para os complexos padrdes isoelétricos (Tsai, 1983)

Os clones genbmicos correspondendo as ‘zeinas’ de 19 e 22 kDa tém
ajudado no conhecimento da organizagio molecular da complexa familia
multigénica da alfa-zeina (Lopes, 1993). Entre os genes de uma classe particular
de ‘zeinas’, podem ser observados aspectos de similaridades e diferengas entre as
suas seqléncias. A heterogeneidade observada entre essas seqiiéncias s#o,
provavelmente, (i) resultantes do variado niimero de elementos repetidos, (ii) de
uma alta freqiiéncia de substituicio de bases, ou (jii) de insergdes e delegdes
(Shotowel ¢ Larkins, 1989). Embora as seqliéncias de genes de ‘zeinas’ de
diferentes classes tenham mostrado pouca homologia, eles apresentam fungdes
similares. Suas expressdes sdo bastante especificas e altamente coordenadas
durante o desenvolvimento do endosperma, sendo que todos os produtos
principais sdo guiados e empacotados nos corpos protéicos (Feix e Quayle 1993).
Estruturalmente, estes genes diferentes tambémi mostraram  algumas
caracteristicas comuns: nfio possuem introns em suas regides codificadoras, e as
seqliéncias que codificam essas protefnas s#io organizadas em dominios
estruturais, de forma a facilitar que as proteinas sintetizadas assumam estruturas
secundirias adequadas para o seu empacotamento 'no interior dos corpos
protéicos (Agros et al., 1982).

A comparacdo de seqiléncias flanqueadoras e elementos promotores entre
as vérias classes de ‘zeinas’ revelaram virias dlferenpas entre elas. A tnica
excegdio € o “box-300 “, também chamado “box da prolaxmna que estd presente
em distincias semelhantes nas regides regulatérias de quase todos os genes
conhecidos de proteinas de reserva dos cereais. Existem 7 pb altamente
conservados compondo o elemento central TGTAAAG, que ¢ similar ao elemento
central do SV40. Outro ponto interessante revelado & a ocorréncia de miltiplos
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promotores na classe de genes da proteina de 19 e 21kDa. Os dois promotores P1
¢ P2, localizados a 50 e 950pb da regi#o do cédon de iniciag#o, respectivamente,
sio seguidos pelo CAAT e TATA boxes (Feix e Quayle 1993). No caso dos
genes que codificam para outras classes de ‘zeinas’ - 10, 14 e 15kDa, somente
um ou poucos genes por classe tém sido detectados no genoma.

A proteina de 27kDa também pode ocorrer como uma proteina truncada
de 16kDa de tamanho. A ‘zeina’ de 15kDa ¢ uma proteina rica em metionina,
possui 180 aminodcidos (incluindo os 20 aminodcidos do peptideo-sinal), &
codificada por um gene simples (no cromossomo 7) e nio mostra alta homologia
com outras ‘zeinas’, exceto para o dominio rico em cisteina da proteina de
27kDa. A ‘zeina’ de 10kDa também ¢ codificada por um Gnico gene (no
cromossoma 9), sendo rica em metionina (22%), possuindo 192 aminoécidos e
precedido de um peptideo-sinal de 21 aminoécidos (Feix, e Quayle 1993).

Através do mapeamento genético, 0s genes que codificam as ‘zeinas’ tém
sido localizados nos cromossomas 4, 7 e 10, agrupados no brago curto do
cromossoma 7 e 4. Os genes que codificam as ‘zeinas’ também tém sido
identificados no brago longo do cromossoma 10 e ro brago longo do cromossoma
4. O tnico gene que corresponde 3 gama-zeina tem sido mapeado no brago curto
do cromossoma 7. Recentemente, alguns genes correspondendo a beta- (14 kDa)
¢ gama-zeinas (27 kDa) foram isolados, sendo mapeados através de RFLP,
indicando que pertencem ao cromossoma 6 e 7, respectivamente (Lopes, 1993).

2.6 Mutagdes que alteram a estrutura do endosperma

Um grande nimero de mutagBes é conhecido por afetar a sintese das
proteinas de reserva no endosperma do milho (Motto et al., 1989). Em geral, o
endosperma desses mutantes é frigil e geralmente estd associado com a baixa
caf:acidade de sintetizar protefnas especiais como as prolaminas (Lopes, 1993).
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Desde o surgimento do mutante opaco-2 (02), caracterizado pelo elevado teor de
lisina e triptofano, e apresentando fenétipo opaco, vérios outros mutantes tém
sido caracterizados; dentre eles: flowry-I1(fl1), floury-2 (f12), floury-3 (f13),
opaco-1 (ol), opaco-5 (05), opaco-6 (06), opaco-7 (07), opaco-10 (010), opaco-
11 (ol1), opaco-12 (012), opaco-13 (013), e o de endosperma defectivo B-30
(DeB30) (Soave e Salamini, 1984; Lopes et al, 1994). Devido & presenga de
caracteristicas descjdveis, muitos mutantes vém sendo incorporados em
programas de methoramento; contudo, por causa de outros efeitos pleiotrépicos e
deletérios associados a este fenétipo, o seu aproveitamento s6 é possivel através
do uso de modificadores genéticos capazes de restaurar as caracteristicas
agrondmicas desejdveis. Um desses efeitos indesejéveis seria, por exemplo, o fato
de sua semente possuir um endosperma com pouca densidade, o que a torna
bastante suscetivel ao ataque de insetos. Além disso, quebra facilmente durante o
manuseio. Portanto, o estudo € a compreensio dos mecanismos envolvidos na
agdo desses genes ¢ de fundamental importfincia para o sen aproveitamento no
desenvolvimento de variedades com qualidade protéica melhorada do grio.

Dentro desse contexto, o Centro Internacional de Melhoramento de Milho
e Trigo - CIMMYT tem adotado a seleglio recorrente com o uso de genes
modificadores para viabilizar o aproveitamento dessas classes de mutantes,
promovendo o restabelecimento dessas caracteristicas agrondmicas desejéveis.
Localizado no cromossoma 7, em homozigose, 0 mutante 02 afeta a classe das
‘zeinas’ de 22kDa, assim como o gene da B-32 que codifica uma albumina (uma
‘ndo-zeina’, Feix e Quayle, 1993). Neste mutante, ocorre a reduggio ainda maior
(de 50 - 70%) do contefido normal de ‘zefnas’, dependendo do background
genético (Lohmer et al., 1991). O controle dessa exprdssao se d4 ao longo do
desenvolvimento do endosperma. Outras classes polipeptidicas s& pouco
afetadas,
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O alelo opaco-2 codifica uma seqiiéncia interrompida por cinco introns e
precede uma outra longa seqfiéncia nZo-interrompida. A porgdo da seqliéncia de
aminodcidos deduzida a partir de cDNAs revelou uma impressionante homologia
com o “ziper basico de leucina”, caracteristica de vérios protooncogenes de
mamiferos e outros fatores de transcri¢io de fungos (Schimdt, 1993, Feix e
Quayle, 1993). Esta estrutura possui duas partes: uma de repeticio periddica de
uma leucina a cada 7 aminodcidos (o “ziper”) e um dominio adjacente de carga
positiva, correspondendo a0 dominio bésico, que é responsdvel pelo
reconhecimento do DNA alvo. O alelo funcional, portanto, mediante a sua
estrutura é capaz de reconhecer e se ligar a seqfiéncias de nucleotideos
especificos, localizados na regifio promotora dos genes da alfa-zefna, regulando
assim sua expressdo (Feix e Quayle, 1993).

O produto do gene opaco-2 esti localizado no endosperma amiliceo e no
tecido de uma regido abaixo da camada de aleurona (‘subaleurona’). O genee o
seu efeito, ndo foi detectado em outros tecidos como embrifio e aleurona
(Varagona, Schimdt e Raikhel,. 1991). Em relagio ao gene B-32, existe uma
hipétese de que a proteina B-32 faz parte de uma classe que contribui para a
regulagdo da expressdo das ‘zeinas’, devido a sua intima conexdo com o loco
opaco-6. Mediante a utilizagiio de clones de cDNAs, a seqtiéncia da protefna foi
deduzida: trata-se de uma proteina monomérica composta de 303 aminoécidos,
que ndo possui peptideo-sinal e com uma regifio 4cidica central separada por dois
dominios englobados por uma estrutura secundéria. Tal configuragsio sugere que
esta proteina funciona como um fator de transcrigdo, que poderia estar
interagindo com as regides regulatdrias 5’ dos genes das ‘zeinas’ (Feix e Quayle,
1993). Entretanto, segundo Schimidt (1993), existem vérios pontos que nHo
foram considerados na hip6tese em questio. Primeiro, foi demonstrado numa

recente descoberta que a mutagio o6 é alélica para o pro-I, um gene que afeta o
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aclimulo da prolina; portanto, o efeito da protefna 06 no aciimulo de ‘zeina’ seria
um dos efeitos pleiotrdpicos nfo-relatados na expressgo da B-32. Segundo, a
elevada abundincia desta proteina mo tecido endospérmico similar aos niveis
tipicos de albuminas e globulinas, néio seria uma quantidade tipica de uma
protefna regulatria o mesmo acontecendo com a sua localizaglio que é de
natureza citoplasmatica. Terceiro, o fato da proteina 02 ligar-se & ‘zeina’ nos
elementos promotores indica que ela tem uma hlﬂuéncié, direta na expressao dos
genes das ‘zeinas’, e nio indiretamente através da ativagdo do gene da B-32. Um
artigo recente sugere que a B-32 & uma proteina que iti:ativa ribossomos (RIP),
com um possivel papel na defesa contra o ataque de ,ﬁatégenos {ver Schimidt,
1993).

Um outro mutante opaco, fI2, foi reconhecido .como capaz de afetar o
aciimulo de proteinas de reserva do endosperma, produzjndo altas quantidades de
lisina, triptofano e metionina, quando comparado com génétipos normais (Nelson
et al, 1965). Os genétipos do floury-2 apresentam uma, distribuigio irregular de
vérias classes de ‘zefnas’ no interior de corpos protéicos (Lending et al.,1988) e,
com isso, o ordenamento e distribuigdo dos corpos protéicos sofrem perturbagio,
resultando em gréos imaturos (Zhang e Boston, 1992). A mutagio foi identificada
no comego do século ¢ foi mapeada perto dos genes que. codificam vérias classes
de polipeptideos de alfa-zeinas, no cromossoma 4. Assim como no opaco-2, as
bases dessas mudancas refletem-se na proporgéio -de virios amino4cidos
essenciais no endosperma do f12. Parece também, n&stq caso, que a sintese das
‘zeinas’ é reduzida e acompanhada do incremento da sintese de ‘nfio-zeinas’.
Através de anilises genéticas e bioquimicas, foi demonstrado que o 02 ¢
epistético para o f12 (Di Fonzo et al., 1979). O fato de q ﬂ2 estar associado a um
sério defeito pleiotrépico, quando comparado com o2, gera um reduzido interesse
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utilizar esse mutante em programas de desenvolvimento de cultivares com
incremento na qualidade nutricional do gréo (Lopes, 1993).

2.7 Proteina B-70

Em células eucariéticas existem proteinas do tipo ‘chaperonas’ que sdo
conhecidas hé muitos anos, mas cujo o papel de “acompanhantes moleculares” sé
foi descoberto recemtemente (Gatenby, Vitanen e Lorimer, 1990). As
‘chaperoninas’ pertencem a este grupo, funcionando como um sub-grupo de
proteinas que “acompanham” outras, promovendo a modelagem e estruturagio
secunddria e tercidria dessas \ltimas, sem tomar parte em suas estruturas. Esse
sub-grupo inclui a Bip-hsp70 (Gatenby, Vitanen e Lorimer, 1990).

Os membros do grupo das hsp-70 sio altamente conservados através da
evolugdio e sio fortemente induzidos por choques térmicos (heat-schock proteins
- ‘hsp’) e outras formas de estresse celular. Uma protefna homologa da Bip (uma
imunoglobulina de mamifero), chamada de B-70, foi caracterizada (Marroco et
al., 1991; Fontes et al., 1991). Essa proteina e a Bip apresentam sequéncias de
aminodcidos e propriedades bioqufmicas similares (Fontes et al, 1991),
possuindo também capacidade de ligarem-se ao ATP (Georgopulos, 1992).
Vérias observagdes indicam uma possivel atividade da B-70 como uma
chaperonina.

Algumas sementes de milho mutantes, que expressam o fenétipo opaco,
super-expressam um polipeptideo de 70kDa (o B-70), solivel em égua, associado
a corpos protéicos e com as espessas membranas do reticulo endoplasmitico
(RE). Isto sugere que a B-70 é um componente do RE, daj a sua resisténcia ao
tratamento com proteases, por estar assim protegida (Fontes et al., 1991). No
Jloury-2, a B-70 esté associada com corpos protéicos anormais, sendo que nesse
mutante o decréscimo nos niveis de ‘zeina’ é acompanhado pelo aumento nos
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niveis da B-70. Embora a base molecular da mutag#io |fI2 seja desconhecida, a
super produg#o da B-70 pode refletir um defeito no proésso de estruturagiio das
proteinas de reserva e, conseqilentemente, no sen agrupamento no interior dos
corpos protéicos.

2.8 Genétipos opaco-2 modificados

QPMs sdo genétipos do tipo ‘opaoo-modiﬁéados’, semelhantes aos
mutantes opacos-2 em termos de qualidade nutricional, diferindo destes, porém,
no aspecto fisico do endosperma. Os QPMs possuem um endosperma duro, de
textura vitrea aliada a uma qualidade nutricional maior e uma produtividade
considerada normal. Assim, os QPMs fornecemn meios;para o desenvolvimento
pritico de genbtipos de alto teor de lisina o que confere uma elevagio na
qualidade nutricional do grio. Contudo, ainda faz-se nolmsério o melhoramento
neste e em outros aspectos de qualidade protéica (Moro et al., 1996), jd que o
contefido de lisina no QPM ainda é menor do que 5mg/100mg de proteina, nivel
minimo recomendével para a dieta humana (Moro et al;,: 1996). Para a obtencio
d&;.s&s gen6tipos com alta qualidade protéica, véﬁo§ ciclos de selegdo sdo
necessdrios. Nesses programas de melhoramento, além de se buscar melhorar as
caracteristicas nutricionais, consideram-se outras proplxi'iedad&s de performance
agrondmica como dureza, textura, produtividade,;; porte, resisténcia ao
quebramento, adaptagiio ambiental, etc. Nesse sentido, para cada ciclo de selegéo,
¢ necessério incluir andlises criteriosas para o monitoramento dessas
caracterfsticas no decorrer do processo de selegdo.

Em 1984, pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
Sorgo EMBRAPA introduziram 23 variedades de milho QPM do CIMMYT no
Brasil, avaliou-se o seu desempenho em virias regides do pais. Em 1988, foi

i
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langada a variedade BR451, derivada da populagdo ‘Blanco Dentado-2’ — QPM,
que apresentou boa adaptaglio a vdrios ambientes brasileiros. A conversio do
endosperma opaco vitreo ocorreu por sucessivos retrocruzamentos, com o
objetivo de aumentar a sintese da gama-zeina de 27kDa, o que estd aparentemente
associado a essa caracteristica fisica (Lopes, 1983; Wallace et al., 1990; Paiva et
al., 1991). Além disso, o aumento na expressdo da gama-zeina é dependente da
dose de genes modificadores que parecem agir de maneira semi-dominante e de
forma independente do locus opaco-2 (Lopes e Larkins, 1991).

A EF-la é uma das vérias proteinas que aumenta seus niveis
significativamente ro endosperma do 02 (Moro et al., 1996). Por causa da
surpreendente relagio entre a EF-1c € o conteiido de lisina no endosperma do
milho, essas avaliagdes foram estendidas a outros gendtipos de cereais, como
sorgo e cevada, evidenciando que a concentragfio de lisina no endosperma estd
correlacionada 4 quantidade desta ‘nfio-zefna’ - o fator de sintese EF-1¢ (Habben
et al., 1995).

A EF-la é uma protefna multifuncional que participa da ligagdo do
aminoacil-tRNA no ribossomo e executa outras fungdes celulares; ela estaria
também associada ao citoesqueleto, ao reticulo endoplamético, e microtibulos
(Shiina et al., 1994; Durso e Cyr, 1993). Existe a evidéncia indireta de que o
citoesqueleto desempenha um papel importante na sintese das ‘zeinas’, através de
sua associagio com a membrana do reticulo endoplasmético rugoso que envolve
0s corpos protéicos (ver Habben et al., 1995). A associagdo da EF-lc ¢om ©
citoesqueleto que envolve os corpos protéicos também pode explicar a base dessa
correlaglo por estimular a estruturagdio destes corpos (o diimetro dos Ccorpos
protéicos nestes gen6tipos ricos em lisina variam de 1/5 a 1/10 do didmetro em
gen6tipos normais) assim, mais corpos protéicos poderiam ser sintetizados,
amhentando, entéio, os niveis de lisina. No mutante opaco-2, tais corpos protéicos
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aparecem em grande nimero (Clore, Dannenhoffer e Larkins, 1996). Contudo, a
base bioquimica da relagdo entre EF-la e o conteido de lisina ainda ¢
desconhecida.

A super expressdo de proteinas ricas em lisina, através da engenharia
genética, € um método alternativo para o melhoramento tradicional na qualidade
dos grdo de milho (Habben, Kirleis e Larkins, 1993). A EF-1a é, pois, um bom
candidato para essa estratégia, ja que a alta correlagdo entre EF-1a. e o contetido
de lisina € fungdo de uma relagdo estequiométrica no endosperma entre EF-1a e

outras proteinas contendo lisina (Moro et al., 1996).
2.9 Qualidade fisica do endosperma

A ‘textura’ (farinicea ou consistente) do endosperma do grdo esta
relacionada com o seu peso, sua densidade (Cavanaugh et al., 1995) e seu teor de
umidade (Mutuhkumarappan e Gunasekaran, 1994). A textura é muito
influenciada pela umidade, sendo o seu conhecimento muito importante para se
prever as condigdes ideais de armazenamento, secagem e aera¢do dos grios.
Apesar da importincia dessa caracteristica, o seu efeito entre os componentes da
matriz do endosperma ainda ndo estd bem estabelecido (Mutuhkumarappan e
Gunasekaran, 1994).

Ja para a ‘dureza’, ndo existe uma defini¢io simples; diversas definigGes
arbitrarias formam a base de varios testes de dureza, os quais variam muito em
complexidade. Alguns destes incluem (i) o uso da simples penetragdo de um
instrumento pontiagudo, (ii) o indice de tamanho de particula (PSI), (iii) o teste de
compressdo, etc. Todos esses testes respondem de maneira diferente para
mudangas no tamanho do grio, niveis de proteina, teor de umidade, temperatura,

etc. (Abdelrahman e Hoseney, 1984). Existem outros métodos mais rapidos que
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auxiliam no processo de selegdo para a dureza do endosperma muitos deles tém
sido descritos e os resultados podem ser os mais variados por que eles respondem
de forma diferente para as mudancas no tamanho do griio, proteinas e variagdes
entre as proporgdes dos componentes do gréio (Abdelrahman e Hoseney, 1984). A
comparagéio entre esses valores ¢ complicada, em virtude dos vérios fatores que
podem estar envolvidos no controle dessa caracteristica. Em termos de
‘densidade’, um dos testes mais utilizados é o “método da proveta” (ver Materiais
¢ métodos), que consiste na padronizago do teor de umidade das sementes e a
posterior medic3io do volume de etanol para determinado mimero de grios,
comparando-se em seguida o peso seco com o peso em conjunto (sementes +
etanol).

A densidade € uma caracteristica que est4 relacionada com a dureza: o
grio mais denso € consequentemente mais duro, possui um maior peso e é menos
suscetivel 4 quebra durante os processos de secagem, armazenamento e
classificagdo. Apesar de a vitreosidade ¢ a dureza serem comumente utilizados
para se referir & textura do grdo, tais termos n3o se referem 3 mesma propriedade.
A -vitreosidade estd mais relacionada com a “aparéncia” do endosperma enquanto
que a dureza se refere nitidamente 2 uma propriedade fisica (Shull, 1988). A
dureza pode ser definida como a resisténcia do gréio 4 deformag#io imposta por
forgasextanas.Apsardeadurmserdeﬁmdamentalimporﬁnciaparao
processo produtivo do milko, hd pouco conhecimento sobre os fatores
bioquimicos e estruturais que governam essa caracteristica (Lopes, 1993).
Cavanaugh et al. (1995), através do uso da selegdo recorrente, mostraram que hé
pouca correlagio entre a produtividade, a qualidade protéica e a dureza do
endosperma, sugerindo com isso que, no curso da selegio, faz-se necessério a
utilizagéio de avaliagBes especificas para essa caracteristica.
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As diferentes estruturas do endosperma séio conseqliéncia de um grande
nimero de varidveis, tais como a espessura da parede celular, o nmero de corpos
protéicos, o tamanho da célula, as caracteristicas: do citoesqueleto, etc.
Microfotografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura revelaram que
no endosperma duro as porgdes dos grdnulos de amido s#o compactados e
poligonais, enquanto que no fariniceo essas partes sio mais esféricas e levemente
empacotadas (Robutti, Hoseney e Wassom, 1974).: A porgio interna do
endosperma do milho é comumente mole ou farindcea e contém longas células
com grossa parede celular (Wolf et al., 1952). A microscopia eletrénica, aliada a
localizagio imunocitoquimica das proteinas do endosperma, tem revelado
considerédvel variagio no tamanho da célula e na reserva e distribuigio de
proteinas dentro delas (Lending e Larkins, 1989). Isto é cbnsequéncia do fato de a
composicdo da proteina de reserva ser diferente entre as regides interna (textura
mole) e externa (textura dura) do endosperma. O endosperma duro possui mais
proteina de reserva que o endosperma mole, suga‘ind§ que a composi¢#io da
proteina de reserva e sua distribuicio espacial podem afetar o seu
desenvolvimento e estrutura fisica ne maturagio da semente (Wolf et al., 1967;
Dombrink-Kurtzman e Bietz, 1993). g

No endosperma mole, as células sdo maiores e os grinulos de amido sdo
frouxamente empacotados, enquanto que no endosperma duro as células sdio
pequenas e os granulos de amido estiio firmemente empacotados.



3 Material e métodos

3.1 Material genético

A estratégia utilizada para a execugdo dos experimentos consistiu em se
cruzar um hibrido simples de endosperma vitreo (BR201) com um milho
indigena de endosperma farindceo ou opaco (BOL II), obtendo-se populagdes F,
que foram, posteriormente, autofecundadas para a obtengdo de populagdes
segregantes F,.

As populagbes de milho indigena de endosperma farindceo foram BOL II
(Bolivie), MT II (Mato Grosso-BR), PR I (Parané-BR) e Preto Chileno (Chile),
identificadas de acordo com o local de origem. Utilizou-se como fonte de carster
vitreo, o hibrido simples (HS) BR201M (usado como fémea) e, como controle, o
BR451(QPM).

Os individuos utilizados nesse trabalho foram resultantes do cruzamento
entre 0 BR201 (P;) X BOL II (P,), assim como o cruzamento reciproco entre
esses materiais que constituiram a populagdo F,. As sementes F; do mesmo
cruzamento ¢ os gendtipos indigenas foram fornecidas pelo Programa de
Melhoramento Genético do Milko do CNPMS/EMBRAPA. Os materiais foram
classificados de acordo com o fenétipo por meio de um transluminador (caixa de
luz). Para efeito préitico, as sementes foram avaliadas em duas classes de
segregago fenotipica opaco e semi-opaco (ou intermedidrios). Posteriormente,
testou-se a hipétese de segregagdio entre os fenétipos opacos e semiopacos. Tais
freqliéncias foram avaliadas através do teste de qui-quadrado. As sementes da
geraglio F; foram plantadas para a obtengio de populagBes segregantes F.;.

24



3.1.1 Condugfio dos experimentos

A condugdio dos experimentos ocorren no icampo experimental do
CNPMS/EMBRAPA, onde, numa faixa homogénea e de solo fértil, foram feitas
adubacdes de cobertura e tratos culturais, visando proporcionar condigdes Gtimas
para o desenvolvimento das plantas. A area de plantio consistiu em 36 fileiras de
cinco metros, com espagamento, entre elas, de 1 metro. A populacio F, do
cruzamento entre 0 BR201 X BOL II originou-se de 300 individuos que foram
distribuidos de acordo com o fenétipo, obtendo-se dois grupos de plantas: as
oriundas do fenétipo opaco e as originadas do fenétipo semi-opaco. O plantio do
experimento foi efetivado em outubro de 1997; foram realizadas autofecundagdes,
e em margo de 1998 realizou-se a colheita da populagdo F,..

Para testar a hipétese, de tratar-se ou nio de heranga monogénica, as
sementes da geragdo F, foram semeadas em lotes separados, de acordo com as
duas caracteristicas fenotipicas citadas anteriormente. As plantas foram
autofecundadas manualmente e, apés a colheita, avaliou-se mais uma vez a
segregagdio fenotipica entre as espigas (familias) e entre os grios de cada espiga,
isto é, avaliagio ‘entre’ e ‘dentro* de familias. As espigas foram colhidas e
autofecundadas, sendo que o tipo de segregagdo foi verificado por meio do teste
de qui-quadrado. Os gréos foram contados e procedeu-se uma nova avaliagio
com o objetivo de se observar a segregacdio dentro das familias (espigas).

Os genétipos envolvidos nos experimentos foram os seguintes: (i) os
genitores da geragdio F) (BOL II e BR201 HS (M)), (ii) os individuos originados
de cruzamentos reciprocos entre estes (BOL II X BR201 HS (M) e BR201 HS
M) X BOL II), (iii) trés gen6tipos indigenas (MT II, PR I, e PRETO
CHILENO) e BR 451- QPM (testemunha).



Nas andlises da geraglio F,, foram incluidos os individuos da geragiio F,
(1 a 4) descritos anteriormente, mais os individuos segregantes para o fenétipo
opaco e semiopaco e também o QPM, como testemunha. Nesses estudos, uma
maior atengdo foi voltada para a interpretagio dos dados referentes aos genétipos
segregantes, isto &, opacos e semi-opacos.

Referente & geragdo F,;, os individuos foram escolhidos com o auxilio de
um transluminador, formando-se dois grupos de amostras para essa geragdo: o
primeiro formado por elementos que apresentavam o fenétipo opaco e o segundo
caracterizado pelos individuos de fenétipo vitreo

3.2 Extraciio e fracionamento das protefnas do endosperma

3.2.1 Preparo do endosperma.

Com o auxilio de um bisturi, retirou-se o embrifo das sementes,
juntamente com o escutelo; as sementes foram trituradas manualmente em um
pilfio até que se obter um pé bastante fino, sendo posteriormente repassadas
durante cinco minutos num moinho especial, comumente utilizado na moagem de
pequenas quantidades de tecidos (WIG-L-BUG AMALGAMTOR, modelo
3110-3 A). O resultado da moagem foi armazenado em temperatura ambiente.
As amostras foram pesadas obedecendo-se uma proporgdo de 1:10 p/v, ou seja,
100mg de endosperma por 1m! de tamp#o de extragdio. Todo o material utilizado
para anilise foi estratificado em quatro aliquotas que foram submetidas ao
mesmo tamp#o de extragio, originando, assim, as quatros repeticdes.

26



3.2.2 Obtengiio da proteina total

A extragdio de proteina total foi feita em microtubos eppendorf de 1,5ml,
adicionando-se 100mg de endosperma pulverizado a 1m] de tampéo de extragiio -
borato de sédio 12,5 mM (pH 10,0); SDS 1,0 %; e 2-B-mercaptoetanol 2,0 %
(v/v). As amostras foram homogeneizadas em vortéx (Genie 2) para permitir um
melhor contato entre 0 pé (endosperma pulverizado) e.o0 tampdo. Em seguida,
foram mantidas sob agitagio constante durante uma noite, 3 temperatura
ambiente. Posteriormente, centrifugou-se as amostras a 14000 rpm por 10
minutos, (microcentrifuga EPPENDORF modelo 5415C). O sobrenadante
contendo as proteinas totais solubilizadas foi transferido para outro microtubo, o
qual foi estocado (4 °C). Para aplicar no gel, retirou-se 50pl deste estoque e
adicionou-se 40pul de corante-tampdo de amostra -. DYE, (0,2% de azul
bromofenol (p/v), tris-HCl 25mM, glicerol 50%). Esta solugdo foi fervida durante
5 minutos antes de ser aplicada em gel de gradiente de poliacrilamida.

A
3.2.3 Obtenciio das fragbes ‘nio-zeinas’

A extragfio das nfio-zeinas a partir do endosperma pulverizado foi
realizada com tampiio contendo borato de sédio 0,125M (pH 10), SDS 1,0%
(P/v), & 2-B-mercaptoetanol 2,0 % (v/v). Apés agitagiio constante por no minimo
4 horas & temperatura ambiente, em microtubos de 1,5ml, os materiais foram
centrifugados a 14.000rpm por 10 minutos (microcentrifuiga EPPENDORF
modelo 5415C). O sobrenadante de cada amostra foi transferido para outro
microtubo, ao qual adicionou-se etanol absoluto, de modo que a solucgiio
apresentasse uma concentragdo final de 70% v/v. Em seguida, com o auxilio do
voﬁéx, procedeu-se a homogeneizagdio das amostras, que foram armazenadas
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durante 12 horas a 4°C, e posteriormente centrifugadas a 14.000 rpm durante 15
minutos. As fragdes soliveis em 4lcool (sobrenadante) contendo as zeinas foram
separadas e acondicionadas em novos microtubos. O pellet (por amostra)
formado pela precipitagéo com o etanol, o qual corresponde & frag#o ‘ndo-zeina’,
foi seco ao ar num perfodo aproximado de 20 minutos e resuspendido em 60ul de
tampdo de extragdo contendo SDS (vide acima). Antes de serem aplicadas em gel
de gradiente de poliacrilamida, acresceu-se a cada amostra, 40ul de corante-
tampao-DYE, para eletroforese a estes 60!, fervendo-as durante 5 minutos,

3.2.4 Obtengiio da fraciio ‘zefnas’

As zeinas s3o representadas pela fraggo solivel no alcool, resultantes, no
sobrenadante, dos procedimentos descritos acima (amostra + etanol 70%). Da
segunda etapa de centrifugacio anterior, coletou-se aliquotas de 200ul e
adicionou-se 1200ul de acetona, na proporgio 1:6; em seguida, estas foram
acondicionas em geladeira, a 4°C, durante uma noite. Posteriormente, foram
centrifugadas durante 15 minutos, sendo que o “pellet” obtido representou a
fragéio “zeina’. Estes materiais foram resuspensos em volumes de 60p1 do mesmo
tampéo de extragiio (Borato), sendo posteriormente adicionados 40p1 do corante-
tampio de amostra para eletroforese, e fervendo-se o total durante cinco minutos
antes de serem aplicados em gel de poliacrilamida.
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3.3 Aniilises de proteina

Para essas anilises, optou-se por géis de poliacrilamida de gradiente
7,5% a 17,5%, num sistema descontinuo em que o sobregel foi formado com 20
pogos e o gel separador com o comprimento de 20cm, com o objetivo de facilitar
a separagdio das bandas e auxiliar no poder de resolugzo.

3.4 Densidade dos griios g

Para a determinagio da densidade dos grdos, - utilizou-se sementes do
cruzamento entre 0 BOL II X BR201, do seu reciproco e dos milhos indigenas
fornecidos para o estudo. Antes de se determinar a densidade, padronizou-se a
umidade das sementes colocando-as em estufa a 37°C por trés dias. A densidade
foi determinada segundo Kniep e Mason (1989). Uma proveta de 50ml foi
colocada sobre uma balanga eletrénica, onde foram pesados 50 griios; e 0 volume
foi completado com etanol absoluto (densidade igual a 0,78612g/ml) até 30ml e o
peso dos grios em etanol foi registrado. ;

A densidade foi calculada segundo a seguinte equagdo:

Densidade (g/ml) = m
30 - [(m; - my)/0.78612]

(m;) = massa dos grdos
(m;) = massa do etanol + grios
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As avaliagBes foram feitas com os genétipos da geragéio F, e F».5. Quanto
3 segunda geragdo, nfo foi possivel avalid-la em virtude da quantidade de
materiais empregados para a anilise, com as respectivas repeticdes (150
sementes). Para a avaliagio da geragio Fas, escolheu-se duas familias com
caracteristicas fenotfpicas contrastantes para o gréio: opaco e vitreo. Para cada
avaliagfo foram feitas trés repeti¢des.

3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida

As caracteristicas dos géis utilizados estdo sumarizadas na Tabela 1.
Foram utilizados géis de poliacrilamida em gradiente de 7,5% a 17,5% (gel
separador) num sistema descontinuo, com espessura de 1,5mm e contendo SDS,
de acordo com a metodologia de Laemmli (1970). Os tampdes utilizados foram
Tris-HC1 0,5 M (pH 6,8) no gel concentrador e Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) no gel
separador.

Aplicou-se 15ul de amostra por pogo (canaleta) de ge! para proteina total
e 12pl para ndo-zeinas, num equivalente a 3,0 e 3,6mg de endosperma moido,
respectivamente. Na separagfio eletroforética foi utilizado tampéio Tris-glicina
(Tris 0,05M, Glicina 0,192M, pH 8,3 e SDS 0,1%), sob uma amperagem de
S0mA que permaneceu constante até o final da corrida.

Os géis foram corados em solugdio de Coomassie Blue R-250 0,1%
metanol 50% e cido acético 10%, por um periodo de 8 horas, sob leve agitagdo.
Durante a descoloragio o excesso de corante foi retirado utilizando-se uma
soluclo de 4cido acético 10%, (v/v) os géis permaneceram sob leve agitagfio
numa bandeja durante um periodo aproximado de 6 horas. Apds a descoloragio,
eles foram visualizados com o auxilio de um transluminador. Foram escolhidos os

30



polipeptideos que mostraram diferencas visiveis entre os genétipos para as
anilises posteriores.

TABELA 1 - Reagentes ¢ concentragdes utilizados no preparo de géis de

poliacrilamida
GEL SEPARADOR GEL CONCENTRADOR
Reagentes 7.5% 17,5%  Reagentes 6,0%
dH,0 10,0ml 3,3ml dH,0 " 3,9mi
Acrilamida 5,0ml 11,6ml  Acrilamida 1,4ml

Tris-HCI1,5M  5,0ml 50ml  Tris-HCIO,SM  1,7ml
P.Aménio (10%)  100pl 100ul  P.Aménio 10%  20pl
TEMED 16p 16y  TEMED 15ul

A estratégia utilizada para o ordenamento das amostras nos géis de
poliacrilamida foi a de colocar os genitores nas canaletas, obedecendo-se uma
ordem gradual de dosagem de alelos partindo-se do genétipo indigena BOL II,
(aza); BOL II X BR201 (aaA), BR201 X BOL II, (AAa); BR 201, (AAA).
Essa ordem foi obedecida em todos as andlises em gé:s de poliacrilamida das
geragles FieF,

Nesses géis foram utilizados, como marcadores de peso molecular, dois
kits padrdes, MW - SDS 70L ¢ MW SDS - 200 (SIGMA), com as respectivas
faixas de peso molecular entre 66-14,2 kDA (baixo peso) 205 e 29-, kDA (alto
peso).
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3.6 Deusitometria

Apbs a descoloragio, os géis foram escaneados e submetidos a anélise de
densitometria a laser (Densitometer SI - Molecular Dynamics). A imagem foi
gerada usando o programa ‘ImageQuaNT™ v 4.2, sendo que seus ajustes
dependeram do programa ‘Grey/Color Adjuster Window’. Esse tipo de andlise ¢é
baseada na intensidade de coloragio do Comassie Blue Brilhant, que ¢
diretamente proporcional & quantidade de proteina presente na amostra. A
unidade (‘pixel’) varia de 0,000 a 4095 de densidade 6tica (OD). Os
polipeptideos foram selecionados dentro de uma mesma faixa de peso; tendo sido
escolhido o que apresentou o maior tamanho e delimitada sua area. Esta mesma
érea foi utilizada para individualizar as bandas de interesse das demais (Figura
2).

O arranjo das 4reas selecionadas foi feito de tal forma que a numeraggo
facilitasse a identificagdo, tanto da banda como da amostra que constitui o
genétipo. Com todos os polipeptideos devidamente marcados, a imagem foi
gravada e enviada para o programa ‘Volume Report Window’, que determina os
resultados e os transferem para o ‘Excel’. Estes resultados correspondem a
valores adimensionais de absorbéncia, na unidade ‘Relative Pixel Density’, ou
RPD. Esses valores foram tabulados, e a partir dai foram feitas as anlises
estatisticas .
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3.7 Delineamento estatistico

Com a finalidade de analisar os valores de absorbancia (obtidos por
densitometria a laser), foi utilizado o delineamento em blocos casualizados com
quatro repeticSes por tratamentos. A iinica excegdo foi feita para as zeinas,
analisadas com trés repetigdes. As anilises estatisticas foram realizadas usando o
programa MSTAT, tendo sido realizados testes de médias (teste de Tukey), para
cada anélise optando-se pelo nivel de 5% de significincia.



4 Resultados

Os materiais foram ordenados para o estudo dos padrdes protéicos
da seguinte forma: 1- BOL II; 2- BOL I X BR201 HS (M); 3- BR201 HS
(M) X BOL II; 4- BR201 HS (M); 5- MT II; 6- PR I; 7- PRETO CHILENO;
8- BR451 QPM (testemunha). Um dos objetivos deste ordenamento
(especialmente de 1 a 4) foi avaliar o efeito da dosagem de alelos entre os
genétipos genitores descritos anteriormente, por meio de analise dos
cruzamentos reciprocos entre eles. As anilises foram executadas através da
verificagdio das quantidades de proteinas, usando-se densitometria a laser em
géis de poliacrilamida.

As sementes resultantes do cruzamento reciproco entre BOL II e
BR201 correspondem & geragdo F; com o fenétipo vitreo. Estas sementes
originaram plantas que foram autopolinizadas manuaimente dando origem a
geragdo F; cuja as sementes apresentaram fenétipo opaco e o intermedidrio
do tipo semi-opaco (Tabela 2). O teste de X* (qui-quadrado) sugere nfo se
tratar de uma segregacéio fenotipica na proporgdo de 3 semi-opaco:1 opaco,
enfraquecendo a hip6tese de heranga monogénica .No entanto, a segregacdo
entre plantas na geragio F»s indica segregagdo tipica de heranga
monogénica, resultado confirmado através do teste X> (Tabela 2)

TABELA 2 — Nimero de plantas F; e de plantas F4 segregantes para os
fenétipos opacos e semi-opacos (s-opacos).

MATERIAL FENOTIPO DOS GRAOS
Populagiio F, opacos  s-opacos Total X?
BR-201 X BOL-II F, 81 332 413 6,39%
BR-201 X BOL-II Fy3 16 80 96 3.56%+

Noventa e seis espigas da geragfio Fp, foram avaliadas, tendo 16
delas apresentado fenétipo opaco, resultado que reforga a hipétese de
heranga monogénica para o cariter em questdo. |Dessas plantas que
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originaram-se do lote de plantio com sementes opacas, apenas uma
apresentou grdos com caracteristicas fenotipicas semi-opacos. Essa
segregacdo ¢ explicada pela dificuldade na separagdio das sementes na caixa
de luz, uma vez que as sementes opacas ainda apresentam pequeno grau de
modificagdo (Lopes, 1993). A grande maioria das familias F»; apresentou
gréos segregantes para os trés fendtipos, isto &, sementes opacas, semi-
opacas e vitreas, num total de 77. Apenas 3 familias apresentaram grios
totalmente vitreos.

4.1 Densidade

Para a determinagfio das caracteristicas fisicas das sementes, foram
realizadas anilises de densidade nas trés geragdes em estudo, em fungdio da
caracteristica fenotipica de opacidade do endosperma. Na Figura 2 sfio
apresentados os valores obtidos para essa ultima caracteristica, os quais
revelam que as sementes vitreas (genétipos: 3, 4, 8 e 9) apresentaram
maiores valores de densidade. As sementes de caracteristica fenotipica opaca
da geragiio Fzs, resultantes do cruzamento entre o BR201 X BOL II(9),
apresentaram uma média inferior apenas para as sementes do grupo de
vitreos. Os milhos indigenas [PR I(6) ¢ P. CHILENOQ(7)], o BOL II(1) e as
sementes resultantes do cruzamento entre BOL II X BR201(2) de fenétipo
vitreo formaram um grupo de médias com valores semelhantes ¢ inferiores
aos grupos vitreos. O milho de menor valor para essa caracteristica foi o
indigena MT II (5).
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Figura 2.: Distribuigdio dos valores de densidade dos genitores da geragdo F, e os seus cruzamentos reciprocos 1 - BOL
II; 2 - BOL I1 X BR201 HS; 3 - BR201 HS X BOL II; 4 - BR201. Os genotipos indigenas; 5 - MT II; 6 - PR
I; 7- P. CHILENO. Um QPM, 8 - BR451. Fendtipos opacos e vitreos da Geragio Fp3 (9 e 10

respectivamente).

*Médias abrangidas com a mesma letra ndo diferem signiﬁcativarﬁente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
Teste de Tukey




4.2 Geraciio Fy, incluindo genitores, genétipos indigenas e
testemunha

4.2.1 Proteina total

Com o objetivo de avaliar alteragSes no padrio protéico entre os
genitores BOL II ¢ o BR201 (fenétipos contrastantes), e verificar sua
possivel associagdio com a dosagem de alelos, incluiu-se na anilise os
individuos resultantes dos cruzamentos reciprocos destes genétipos
genitores. Os genétipos indigenas concomitantemente avaliados serviram de
referéncia para confirmar ou nfio se as possiveis alterages seriam realmente
devido as dosagens alélicas.

Na Figura 3 é apresentado o padrdo protéico referente a proteina
total dos genitores BOL II (1) e BR201(4), cruzamento reciproco F;: BOL II
X BR201(2), BR201 X BOL II(3), genétipos indigenas: MT II (5), PR I(6),
P. Chileno(7) e um QPM BR451(8). Como pode ser observado, os padrdes
protéicos dos milhos indigenas sdo aparentemente semelhantes aos demais
gendtipos, com excegdio do QPM. Os parentais (1 e 4) e o F; reciproco (2 e
3) néio apresentaram diferengas visiveis nos padrdes protéicos, no entanto,
entre os genétipos indigenas hi uma pequena variagio na faixa
compreendida entre 45 e 97kDa. Nessa faixa de variagfo, as bandas
polipeptidicas foram selecionadas de forma aleatoria, sendo posteriormente
avaliadas por anilise de densitometria.

Na Figura 4 aparecem os valores médios obtidos em RPD. O
polipeptideo de peso molecular aparente de 72kDa (Figura 4) apresentou
diferengas ' significativas entre os valores médios de absorbéncia dos
gen6tipos em questdio, ocasionando a formagdo de dois grupos de médias: o
primeiro formado pelos genétipos 6, 8, 2, 7, 4, € 3 e um segundo grupo com
valores inferiores - os genétipos 5 e 1. Para o polipeptideo de 60kDa (Figura
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FIGURA 3 : Padrdo eletroforético de proteina total em gel de poliacrilamida
(gradiente 7,5% a 17,5%) com os gendtipos dos progenitores da
geragdo F, e os seus cruzamentos reciprocos: 1- BOL II; 2 - BOL II
X BR201 HS; 3 - BR201 HS X BOL II; 4 - BR201, genétipos
indigenas: 5 - MT II; 6 - PR I; 7 - P. CHILENO; 8 : BR451. (QPM).
MBP corresponde a Marcador de Baixo Peso Molecular e MAP a
Marcador de Alto Peso Molecular.
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4), o qual s6 foi detectado como diferente (com um valor médio superior aos
demais) para o genétipo QPM (testemunha), o parental masculino do
cruzamento em estudo - BOL II(1) - apresentou o menor valor de
absorbéncia para o polipeptideo questdo. Ji para o polipeptideo de
48kDa (Figura 4), surgiram dois grupos de médias distintos. Os genétipos
QPMI (8) e indigena PR 1 (6) apresentaram os maxores valores, porém este
dltimo, estatisticamente, foi semelhante aos demais génétipos, incluindo os
cruzamentos reciprocos, (2, 3), sendo que o genitoriinasculino BOL II(1)
apresentou valores inferiores a0 QPM (8). :

i
)
i
H
]
i

i

i

i
|
|
i

4.2.2 ‘Néo-zeinas’

Utilizando-se do mesmo critério adotado anteriormente, foram
selecionados os mesmos polipeptideos para o estudo: das variages nessa
classe protéica. Na Figura 5 estéo representadas as ‘nﬁg-zeinas’, que compe
uma fragio bastante heterogénea do endosperma. Parag ios mesmos gendtipos
descritos na anélise de proteina total da Figura 3, é na fmxa entre 45 e 97kDa
que se observa uma maior variagio entre as bandas polipeptidicas. Os
valores percentuais em RPD sidio apresentados na Figura 6. Para o
polipeptideo de peso molecular 72kDa (Figura 6), os valores apresentados
demonstram que apenas o gen6tipo QPM (testemunha) revelou uma média
superior quando comparado com os demais genétipos; o PR 1 (6) apresentou
valores estatisticamente diferentes em relagdo 3 testemunha ¢ ao genitor
masculino BOL II(1) que obteve os menores valores entre os genétipos
avaliados. Os demais genétipos ou cruzamentos apresentaram médias
semelhantes quando confrontadas com o genétipo;j PR I (6). Para o
polipeptideo de peso molecular aparente de 60kDa (Figura 6), entre os
genitores e os cruzamentos reciprocos, houve diferengas estatisticas para os
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MBP 01 02 03 04 05 06 07 08 MAP

FIGURA 5: Padrdo eletroforético de ndo-zeinas em gel de poliacrilamida
(gradiente 7,5% a 17,5%) com os genétipos dos progenitores da
geragdo F, e os seus cruzamentos reciprocos: 1- BOL II; 2 - BOL
II X BR201 HS; 3 - BR201 HS X BOL II; 4 - BR201, gendtipos
indigenas: 5 - MT II; 6 - PR I; 7 - P. CHILENO; 8 : BR451.
(QPM). MBP corresponde a Marcador de Baixo Peso Molecular
e MAP a Marcador de Alto Peso Molecular.
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e

valores em RPD, sendo que os gendtipos dos cruzamentos apresentaram
médias semelhantes e superiores a0s genitores, enquanto que os valores do
gendtipo indigena PR (6) e 0 QPM(8) foram estatisticamente semelbantes;
os demais gendtipos ¢ cruzamentos apresentaram valores inferiores, se
comparados com a testemunha QPM(8). Os valores em RPD para o
polipeptideo de 48 kDa, por sua vez (Figura 6), revelaram que apenas os
genétipos MT II(5) ¢ o QPM(8) apresentaram valores significativamente
superiores aos demais os parentais envolvidos no cruzamento reciproco
apresentaram as menores médias.

4.2.3 ‘Zeinas’

As ‘zeinas’ correspondem a, aproximadamente, 60 a 70% do
endosperma, o que leva & suposigdo de seu envolvimento com a maioria das
caracteristicas bioquimicas e estruturais da semente. Portanto, a avaliagio
dessa classe de proteinas, obedecendo aos mesmos critérios definidos nas
classes anteriores, seria de fundamental importancia.

Na Figura 7, temos o padrdo eletroforético caracteristico das
‘zeinas’, sendo interessante notar que os resultados das andlises estatisticas
para esse grupo de proteinas apresentaram um coeficiente de variagiio (CV)
bastante inferior quando comparados com as anlises de proteinas totais e
niio-zeinas (ver anexo). Os valores percentuais em RPD estdo representados
na Figura 8; a gama-zeina de 54kDa esté representada na Figura 8. Estes
resultados néo indicaram clara diferenga entre os genétipos, visto que, apesar
de o parental BOL II(1) e os genétipos indigenas MT II(5) e P. Chileno (7)
terem apresentado valores menores em relagio a0 QPM(8) e ao PR I (6), ndo
houve diferengas estatisticas entre eles; no entanto, esse grupo diferiu em
relag@o ao QPM.



P v

FIGURA 7.: Padrdo eletroforético de zeinas em gel de poliacrilamida (gradiente
7,5% a 17,5%) com os genétipos dos progenitores da geragdo F, e os
seus cruzamentos reciprocos: 1- BOL IT; 2 - BOL II X B 201 HS: 3 -
BR201 HS X BOL II; 4 - BR201, gendtipos indigenas: 5 - MT 1I; 6
- PRI; 7 - P. CHILENO; 8 : BR451 (QPM). MBP corresponde a
Marcador de Baixo Peso Molecular e MAP a Marcador de Alto Peso

Molecular.
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Para a gama-zeina de 27kDa, as médias dos reciprocos foram
semelhantes aos demais gendtipos indigenas, sendo a tnica exceg¢iio o PR
1(6) com uma média s6 superada pelo QPM. O parental BR201 obteve a
menor média, indicando que provavelmente um aumento nessa fragiio pode
estar relacionado com a contribuigo do parental BOL II. Entretanto, esse
aumento ndo foi correspondido com uma classnﬁcagao que indicasse um
aumento gradual nas médias. A alfa-zeina de 22kDa (Figura 8) apresentou
uma maior amplitude de variagfo para os genétipos anahsados, com valores
entre 100 e 420% RPD. O gendtipo QPM(8) apwsentou o menor valor e os
demais nfio apresentaram valores estatisticamente ?a.ferents entre si. Na
Figura 8, os valores sdo referentes a alfa zeina de 19 kDa. O genétipo
indigena Preto Chileno(7) obteve o maior valor para essa proteina. Um
segundo grupo de médias foi formado pelo genitor (1), cruzamentos
reciprocos (2 e 3) e os genétipos indigenas (6 e 5)r O genitor BR201(4)
apresentou valores estatisticamente inferiores ao grupiq formado pelo BOL I
(1), genétipo do cruzamento BR201 X BOL 11 (3) e o genétipo indigena PR
1. O QPM (8) apresentou a menor média entre os genétlpos.

4.3 Geragiio F;, - incluindo genitores, reclpmeos ¥; gendtipos
segregantes e testemunha

4.3.1 Proteina total

O objetivo dos experimentos nesta geragﬁo foi o de avaliar
alteragSes no padriio protéico entre os genétipos segregantes que pudessem
estar associadas ao fenétipo das sementes, bem c'?mo a densidade das
sementes. O padrdo protéico caracteristico para proteina total dos genétipos
em estudo aparece na Figura 9. Neste caso, ¢ também inclufda, além dos
genitores e reciprocos Fy (1 a 4), a geraglio segregmlne F; para o fenétipo
opaco (5) e semi-opaco (6). Como pode ser observado nesse padrio
eletroforético, hi poucas diferengas visiveis; assim sendo, na faixa
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FIGURA 9 : Padrdo eletroforético de proteina total em gel de poliacrilamida
(gradiente 7,5% a 17,5%) com os genétipos dos progenitores da
geragdo F) e os seus cruzamentos reciprocos: 1 - BOL II; 2 - BOL II
X BR201 HS; 3 - BR201 HS X BOL II; 4>- BR201, Populagio
segregante F, do cruzamento BR201HS(M) X BOL 1I: 05 — £raos
opacos; 06 — grdos semi-opacos; 7 - BR451 (QPM). ). MBP
corresponde a Marcador de Baixo Peso Molecular ¢ MAP a
Marcador de Alto Peso Molecular.
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compreendida entre 66 e 29kDa foram escolhidos arbitrariamente trés
polipeptideos - 61, 51 e 48kDa — que, aparentemente, apresentavam alguma
diferenga visual. No estudo dessa geragéio, uma maior atencdio foi dispensada
aos genétipos segregantes (5 e 6, Figura 9).

Os valores de RPD encontrados para esse experimento estdo
representados na Figura 10, na qual percebe-se que b polipeptideo de 61kDa
demonstrou ndo apresentar diferencas entre os genétlpos, exceto para a
testemunha (QPM), a qual apresentou valor superior aos demais, com
significincia estatistica. Maiores diferengas entre os genétipos foram
encontradas para o polipeptideo de 51kDa (Figuraf‘f 10), em que o parental
BOL II(1) apresentou menor valor; formando o segd't?:db grupo de médias, os
genétipos F, do cruzamento entre 0 BR201 X BOL II (3), os segregantes F,
(5 e 6) do mesmo cruzamento, o parental BR201(4), o QPM(7), e o
reciproco do cruzamento anterior (2), todos tweratn médias semelhantes.
Para o polipeptideo de 48kDa (Figural0), apenas o QPM obteve valores que
permitiu diferencia-lo dos demais.

4.3.2 Niio-zeinas

No padriio eletroforético das n#o-zefnas (Figura 11), os mesmos
polipeptideos citados anteriormente foram escolhidos para o estudo, visando
verificar possiveis alteragbes no padréio de intensidage de bandas (RPD). As
diferengas de intensidade de bandas observadas visualmente nfio foram
confirmadas através das anlises estatisticas para essas classes de proteinas.
Os polipeptideos com o peso aparente de 61 ¢ 51kD nfio apresentaram
valores que permitissem diferenciago entre os genQ;ipos da geragiio F,. Na
Figura 12 encontra-se o teste de médias para os v;lom de RPD. Para os
valores do polipeptideo de 61 kDa, o parental BOL 1I(1), o cruzamento
BR201 X BOL II(3) e o gendtipo semi-opaco(6) apresentaram valores
estatisticamente inferiores quando comparados com a testemunha; porém,
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FIGURA 10.: Distribui¢do dos valores percentuais de RPD (proteina total) para os polipeptideos: 61, 51 e 48kDa, dos
progenitores da geragdo F e os seus cruzamentos reciprocos: 1- BOL II; 2 - BOL Il X BR201 HS: 3 - BR201
HS X BOL II; 4 - BR201.. Populagiio segregante F,: 05:-grdos opacos; 06:-grdos semi-opacos. Testemunha: 8
- BR451 (QPM).
*Médias abrangidas com a mesma letra nfio diferem significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo

Teste de Tukey.



FIGURA 11.: Padrdo eletroforético de ndo-zeinas em gel de poliacrilamida
(gradiente 7,5% a 17,5%) com os gendtipos dos progenitores da
geragdo F, e os seus cruzamentos reciprocos: 1 - BOL II; 2 - BOL
II X BR201 HS; 3 - BR201 HS X BOL II; 4 - BR201, Populagdo
segregante F, do cruzamento BR201HS(M) X BOL II: 05 - Grdos
opacos; 06 - Gridos semi-opacos, 7 - BR451 (QPM). MBP
corresponde a Marcador de Baixo Peso Molecular e MAP a
Marcador de Alto Peso Molecular.
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quando comparados em conjunto, n&o apresentaram diferengas estatisticas
entre si.. |

O mesmo fenSmeno ocorreu de maneira semelbante com o
polipeptideo de 51kDa (Figura 12), Neste caso, ‘apenas o genétipo do
cruzamento citado anteriormente(3) e o genétipo s.femi-opaco(G) diferiram
estatisticamente em relagio & testemunha; porém, Mdo comparados no
conjunto de médias, nfio houve diferenca significativa entre os valores
(Figura 12). Para o polipeptideo de 48kDa (Figura 12), apenas o genétipo
semi-opaco(6) apresentou diferengas quando comparado com QPM(7) e com
o parental BR201(4). No entanto, novamente para conjunto de valores
apresentados pelos demais genétipos, no houve diferencas significativas.

4.3.3 Zeinas

Na Figura 13, est4 o padriio protéico caractérisﬁco das zeinas e na
Figura 14, os correspondentes valores de RPD. Nesse grupo de proteinas
foram marcados quatro polipeptideos - 54, 27, .22 e 19kDa. Para o
polipeptideo de 54kDa, o genétipo do genitor BOL II (1) e o genétipo opaco
(5) apresentaram valores inferiores para as médias quando comparados com
a testemunha, com os genétipos do cruzamento F, [BR201 X BOL II(2 e 3)]
¢ com 0 segregante semi-opaco. Entretanto entre os genbtipos segregantes (5
¢ 6) houve uma diferenca estatistica em relagfio a0s valores em RPD ¢ o
genbtipo opaco(5) apresentou média inferior quando comparado com o semi-
opaco (6), (Figura 14). n

O polipeptideo que representa a fragiio gama-‘z|eina de 27kDa (Figura
14) apresentou uma quantidade mais expressiva mo genétipo QPM(7).
Quando comperado com os gendtipos normais, o ! brogenitor BOL IK1)
apresentou menor valor médio, o mesmo acontecendo com os genétipos
segregantes opaco (5) e semi-opaco(6). Os polipeptideos com respectivos
pesos de 22 e 19kDa fazem parte do grupo das alfa-zeinas. As diferengas
mostradas para o polipeptideo de 22 kDa em relagdo a‘gama-zeina de 54kDa
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FIGURA 13.: Padrio eletroforético de zeinas em gel de poliacrilamida
(gradiente 7,5% a 17,5%) com os gendtipos dos progenitores
da geragdo F, e os seus cruzamentos reciprocos: 1 - BOL II; 2
- BOL 11 X BR201 HS; 3 - BR201 HS X BOL II; 4 - BR201,
Populagéo segregante F, do cruzamento BR201HS(M) X BOL
II: 05 - Graos opacos; 06 — Grdos semi-opacos, 7 - BR45]
(QPM). MBP corresponde a Marcador de Baixo Peso
Molecular e MAP a Marcador de Alto Peso Molecular.
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(Figura 14), permitiram distinguir basicamente dois grupos de médias. O
gendtipo QPM(7) apresentou o mor valor para a de 22kDa entre os
genétipos analisados, seguido pelos genitores (1 e 4) e 0 genétipo segregante
F2 (6). Jé os reciprocos F; (2 e 3) tiveram valores elevados e semelhantes
para essa fraglio protéica. Para o polipeptideo de peso 19kDa, apenas o
QPM(7) apresentou um menor valor, dentre os valores avaliados.

E interessante observar que o genétipo QPM apresentou os maiores
valores (com significincia estatistica) para as avaliagdes dos polipeptideos
das geragles iniciais, exceto apenas para as frag3es das alfas-zeinas de 19 e
22kDa. Este resultado sugere que, nesses genétipos de alta qualidade
protéica, hi uma diminuicdo dessas classes de protefnas. Em contrapartida, o
parental BOL II apresentou os menores valores para a maioria dos
polipeptideos avaliados nas geragBes iniciais, excegdio feita as mesmas
classes de ‘zeinas’ citadas anteriormente Nesse caso, os valores em RPD
apresentados pelo BOL II, de maneira geral, nfo diferiram estatisticamente
dos demais genétipos.

Finalmente, o perfil protéico das ‘zeinas’ na geragZo F, demonstrou
uma associagfo do polipeptideo de 54kDa (provavelmente gama-zeina) com
os fenétipos estudados para o endosperma, de tal modo que o fenétipo
segregante semi-opaco gerou média significativamente maior para esse
peptideo. Em contrapartida, o polipetideo de 22kDa (provavelmente alfa-
zeina) apresentou menor média para este mesmo fenétipo.
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4.4 Geragiio segregante F ,,; — griios opacos e griios vitreos
4.4.1 Proteina total

O objetivo principal destes experimentos envolvendo a geragio Fp;
foi verificar uma possivel alteragfio no comportamento dos padrdes protéicos
encontrados até entfio, em fungfio da fixag#o gendtipos. Aqui, os genétipos
foram dispostos de tal forma que possibilitassem a comparagiio apenas entre
grupos de sementes para as caracteristicas opacas e vitreas. Por isso ndo foi
incluido o BR451 (QPM). Os valores em RPD dessa gerago sdo
percentuais.

O padriio eletroforético de protefna total da geragdo F,; do
cruzamento entre o BR201 X BOL II é mostrado na I"lgura 15. Nesse gel foi
possfvel visualizar diferengas marcantes entre os mw segregantes para
o fenétipo opaco, numa faixa de peso molecular cbmpreendida entre 66 a
29kDa. Nesta faixa, foram escolhidos, para anéhse de densitometria, trés
polipeptideos que apresentaram diferencas mais evrdent&s entre 0s materiais:
61, 56, ¢ 34kDa (Figura 16). O polipeptideo de 61kDa (Figura 16)
apresentou valores distintos entre os materiais que cgmpﬁe o fenétipo opaco
(1 a 9), tendo esse grupo obtido valores médios supei-:iorcs ao segundo grupo
formado pelo fenétipo vitreo (10 a 18). Isso mo?sslra uma tendéncia de
agrupamento de médias separando os fenétipos. o segundo polipeptideo
marcado, 56kDa, apesar de apresentar valores de absorbancia que permitem
formar vérios grupos de médias, ndo possibilita uma distingiio capaz de
diferenciar os materiais segregantes (Figura 16). O polipeptideo de 34kDa,
da mesma forma que o primeiro, apresentou uma tendéncia de valores que
permitiu a divisgo entre dois grupos principais de médias, consonantes com
os fendtipos segregantes F,; (Figura 16). A umea excegdio foi para o
individuo semi-opaco mimero 17, que apresentou \éalorés semelhantes aos
das maiores médias de opacos (1 a 9, Figura 16). |
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MBP 1 2 34 56 7 8 9 10 111213 14 15 16 17 18 MAP

FIGURA 15.: Padrdo eletroforético de proteina total em gel de poliacrilamida
(gradiente 7,5% a 17,5%) com os gendtipos dos individuos da
geragdo Fa3, 1 a 9 (grdos opacos), 10 a 18 (grios vitreos). MBP
corresponde a Marcador de Baixo Peso Molecular e MAP a

Marcador de Alto Peso Molecular.
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4.42 ‘Niio-zeinas’

Seguindo o critério adotado nas gerag3es anteriores, (F; e F,), os
mesmos polipeptideos marcados nas anélises de proteina total foram
marcados para as anilises de ‘nfio-zeinas’. O padr#io eletroforético da fragdo
‘ndo-zeinas’ da geragio F,;, oriunda do BR201 X BOL II, é mostrado na
Figura 17. As diferengas entre os materiais mais uma vez sfo confirmadas na
mesma faixa de peso detectada no padrdo eletroforético para proteina total,
ou seja, entre 66 a 29kDa. Os polipeptideos definidos foram novamente
escolhidos e marcados para andlise de densitometria (Figura 18), para
verificagdio das possiveis diferengas causadas pelo processo de extragdo.
Também nesse caso, os resultados foram, na sua maioria, muito semelhantes
aos de proteinas totais (Figura 16 e 18), uma vez que o polipeptideo de
61kDa apresentou valores comuns para a maioria dos individuos.

No entanto, apesar das médias serem semelhantes, observa-se uma
tendéncia de agrupamento entre os individuos de mesmo fenétipo (Figura
18). O polipeptideo de S6kDa apresentou vérios grupos de valores, o qué nfio
permitiu associar esses grupos aos fentipos segregantes (Figura 18). O
polipeptideo 34kDa foi o que apresentou um conjunto de valores bem
distintos, favorecendo uma tendéncia de associagio desses valores com as
caracteristicas fenotfpicas em questdio (Figura 18). Excegio ocorreu com o
individuo de fendtipo opaco niimero 4 (Figura 18), o qual gerou valores
abaixo dos demais dentro do grupo em questfio, classificando-se no segundo
grupo de médias que representa o fenétipo semi-opaco.
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FIGURA 17.: Padrio eletroforético de ndo-neinas em gel de poliacrilamida
(gradiente 7,5% a 17,5%) com os gendtipos dos individuos da
geragdo F3, 1 a 9 (grdos opacos), 10 a 18 (grdos vitreos). MBP
corresponde a Marcador de Baixo Peso Molecular ¢ MAP a
Marcador de Alto Peso Molecular.
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TABELA 3 - Valores médios de RPD da Geragfio F,3, em RPD*, para as
fragGes proteina total e néio-zeinas — grios opacos (1 a 9) e vitreos
(10 a 18) - (Figuras, 16 & 17) '

Grios Proteina total nfo-zeinas
6lkDa S6kDa 34kDa 61kDa S6kDa  34kDa

1 bed be abcdef abe a abe
2 def c bedef  abed a abed
3 a a a ab a a
4 bede abc abedef cd a bede
5 abc ab ab abed a bede
6 cde c abed abed | a abede
7 bede abc abcde abed a abede
8 ab abc abcdefg  abed a abed
9 abc abe abc a a ab
10 f abc efg  bed a bede
11 f c g cd a cde
12 ef c defg bed a bede
13 f c fg cd a de
14 cef abe bedefg  abed a bede
15 f c fg d a cde
16 df abe cdefg  bed a cde
17 def abe bedefg  abed a bede
18 ef  abc defg d a e

* Médias abrangidas pela mesma letra ndio diferem estatisticamente, ao nivel
de 5%, pelo teste Tukey
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4.4.3 Zeinas

O padriio protéico das zeinas nessa geragio encontra-se na Figura
19. Neste caso especifico, nfio foi possivel individualizar adequadamente os
polipeptideos dessa classe, e estes resultados ficam restritos a uma avaliagiio
mais subjetiva. Conforme detecglio visual das bandas, estima-se que nio
houve diferencas entre os tratamentos, seguindo uma tendéncia jé encontrada
nas geracdes anteriores. Considerando a dificuldade de se individualizar os
polipeptideos para uma anilise densitométrica adequada, as anilises
estatisticas (dados n#io mostrados) nfio revelaram diferengas significativas
para os tratamentos, o que pode ter sido conseqliéncia desse problema
experimental.



12 3456 78 910111213 14 15161718

FIGURA 19.: Padrdo eletroforético das zefnas em gel de poliacrilamida (gradiente
7,5% a 17,5%) com os gendtipos dos individuos da geragdo Fa3, 12 9
(grdos opacos), 10 a 18 (gréos vitreos).
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5§ DISCUSSAO

Os mutantes do tipo opaco-2 (Mertz, Bates and Nelson, 1964),
apresentam o conteiddo protéico de seu endosperma mais rico em lisina e
triptofano se comparado com genétipos de milhos comerciais. Esta definicio
provocou um grande entusiasmo nos melhoristas enteressados em aprimorar a
qualidade nutricional do grdo de milho. Contudo, ao aplicar tais conhecimentos
em programas de melhoramento constatou-se que estavam ligadas a aspectos
indesejéveis do ponto de vista agronfmico. Portanto, foi necessario aprofundar
esses conhecimentos a fim de permitir sua aplicagio em programas de
melhoramento.

Em estudos preliminares, Guimardes (1994) caracterizou algumas
populagdes de milhos indigenas com fenétipo ‘opaco’ para o endosperma ¢
concluiu que eles eram semelhantes aos mutantes em termos de constituigdo fisica
do endosperma, porém no em termos de altos teores de lisina e triptofano, isto é,
na qualidade nutricional do gro. Assim sendo, a avaliagio das caracteristicas
bioquimicas do endosperma, resultante da utilizagio de mutantes e milkos
indigenas em cruzamentos com hibridos comerciais de milho, & de fundamental
importéncia no contexto acima descrito. |

Considerando o carter tripléide do endosperma, procurou-se
acompanhar o efeito da dosagem de alelos na composigdo protéica final do
mesmo, usando para isso cruzamentos recfprocos entre o BR201(HS) de
endosperma vitreo ¢ o BOL II (milho indigens) de endosperma fariniceo e
fenétipo opaco. Como se observou, as sementes originadas do cruzamento entre
esses materiais apresentaram o endosperma com a caracteristica vitrea, sugerindo
tratar-se de um caso tipico de heranga monogénica com dominéincia completa
para esse fenétipo. Contudo, os resultados do teste de “qui-quadrado” para as
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populages segregantes das geragdes F; e F,,, a um nivel de significincia de 95%
(p<0.05), sugerem descartar a hipétese de heranga monogénica. Nesse sentido,
todavia, cautela nas conclusdes seria recomendads, visto que (i) uma maior
amostragem experimental poderia gerar resultados distintos, (ii) a expressividade
do cardter pode ter influenciado na avaliagdo da segregaglio fenotipica das
sementes, devido a aglo de possiveis genes modificadores e (jii) sementes com
caracteristicas fenotipicas opacas podem ter sido .confundidas com semi-
modificadas ou vice-versa, efeito este decorrente das limitag3es naturais da
técnica disponivel para avaliagio dessa caracteristica, isto €, uso da caixa de luz.

Na geragdo F3y, as proporedes entre as familias reforgam a hipétese de
heranga monogénica, tendo os resultados sido confirmados através do teste do
‘qui-quadrado’ (Tabela 2). Na avaliagiio dentro das familias surgiram algumas
diferengas proporcionais entre as segregagdes, que podem ser devidas a outros
elementos nio computados nesse estudo. Entretanto, pelo fato de a maioria ter
apresentado uma segregago préxima de 3 vitreos ou intermedidrios:1 opaco,
mais uma vez verifica-se a necessidade de cautela nas conclusdes quanto ao tipo
de-heranga para o cariter em questdo na geragdio ll‘g afim de evitar-se uma
sumiria eliminagio da hipStese de heranca monogénica sem considerar os
aspectos acima mencionados.

Os valores observados para a densidade de endosperma na Figura 2
apresentaram resultados coerentes com o esperado, de um modo geral. O teste de
médias permitiu diferenciar os materiais com caracteristicas vitreas, sendo que as
sementes das variedades comerciais de endosperma duro apresentaram os maiores
valores para essa caracteristica. Interessante notar que: o genétipo resultante do
cruzamento entre BOL 11 ¢ BR201, apesar de apresentar caracteristica vitrea,
apresentou média inferior para essa caracteristica, sugerindo que sua baixa
densidade pode estar relacionada 20 grau de modificacio que se manifesta no

|
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endosperma devido a diferente composigio alélica. Nesse fendtipo, ficou
evidenciado de forma clara o efeito da dosagem de alelos (Figura 2). O parental
feminino (BOL II) contribuiu com dois alelos recessivos e a contribuig#io do alelo
dominante do parental masculino nfo foi suficiente para alterar significativamente
a densidade do endosperma.

Os resultados obtidos no cruzamento reciproco desse material confirmam
0 que acabou de ser discutido: nesse caso, sendo o parental feminino 0 BR201, as
sementes, além de apresentarem caracteristica vitrea, também demonstraram
valores de densidades estatisticamente semelhantes as variedades comerciais
anteriormente citadas. Os fenétipos vitreos da geragio F,, apresentaram um
valor médio de densidade que permitiu a sua inclusdo no grupo de médias mais
altas para essa caracteristica quando se considera todos as tratamentos e geragdes
investigados em conjunto.

Esses dados sugerem que nessa geragfio jé existe um elevado grau de
modificagio do endosperma, o que também se evidencia na anélise do fenétipo 9
da mesma geragdio, com endosperma opaco, ou seja, apesar de apresentar um
valor médio inferior, quando comparado com as sementes vitreas (Figura 2), esse
valor foi significativamente superior s demais sementes opacas que, por sua vez,
néo apresentaram diferencas estatisticas entre si, de um modo geral (Figura 2).
Vale ressaltar também que as sementes da geragdio F; do cruzamento entre o BOL
II X BR201, apesar de apresentarem fenétipo vitreo, niio diferiram dos fenétipos
opacos em termos de densidade, sugerindo que (i) nessa gerag#io hi um menor
grau de modificaglo, e (ii) que tal efeito deve-se provavelmente ao efeito na
dosagem de alelos cu uma maior contribuigfio materna de alelos que se manifesta
no endosperma, pois messe cruzamento, ele possui dois alelos recessivos do
genitor feminino.
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Considerando-se que 10% do peso seco do; endosperma do mitho é
constituido de protefnas, procurou-se investigar uma’ possfvel associagio mais
direta entre as caracteristicas fisicas do endosperma com o seu padréo protéico.
Neste contexto, o efeito da dosagem de alelos oferecido'pelo sistema experimental
“endosperma”, p8de ser dissecado em termos de sua inﬂuéncia (ou sua auséncia)
nessa possivel associagio. Assim, foram confeccionados géis de poliacrilamida
com gradiente variando entre 7,5 e 17,5%, com o objetivo de se estudar o padrio
protéico dos materiais envolvidos nos cruzamentos e dos mutantes indigenas (MT
IL, PRI e P. Chileno). Procurou-se tratar os padroes Eletroforéﬁcos obtidos de
forma quantitativa ao se proceder andlise densitométrica dos mesmos.

Primeiramente, os genitores BR201 ¢ BOL II foram analisados
buscando-se encontrar algumas diferencas entre 03! padrdes protéicos que
estivessem em consonéncia com o aumento da dosagem de alelos responséveis
pela modificagio do endosperma. Além disso, genétipos indigenas foram
incluidos com o objetivo de verificar se entre os polipeptideos selecionados
haveria alguma relag3o entre as quantidades de proteinas detectadas pela anilise
deasitométrica e os genétipos de endosperma farindceo. Considerando-se o
padréo de proteina total entre os gendtipos e os polipeptideos de 72, 60 ¢ 48kDa
selecionados para andlise (Figura 3), niio foram obsérvados, de uma maneira
geral, diferencas significativas que atendessem ao propésito inicial de um
incremento gradativo no padriio protéico que indicasse algum efeito da dosagem
de alelos associados 3 conversio do endosperma para maior densidade. Para os
trés polipeptideos marcados, as diferencas entre os tratamentos néo apresentaram
significincia estatistica. Uma possivel distinggio entre a; médias (RPD) obtidas e
avaliadas ndo foi detectada, apesar de o coeficiente de variag#o ter- se mostrado

alto neste caso, i
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Com o mesmo objetivo descrito acima avaliou-se as fragdes protéicas de
zeinas ¢ néio-zeinas. E importante citar que as ‘nfio-zeinas’ compGem uma fragéio
bastante heterogénea e, por isso mesmo, bastante complexa (Lopes e Larkins,
1993). Tal complexidade provavelmente interferiu nas avaliagBes de
densitometria, tanto que as arilises estatisticas dessa fragSo, nas trés geragdes
avaliadas, apresentaram maicres valores para o coeficiente de variag#o.

As Figuras 5 e 6 representam o padrio eletroforético da fragdo ndo-zefna
¢ as médias dos valores de RPD, respectivamente, Da mesma forma que as
proteinas totais, os valores avaliados ndio permitiram uma clara associa¢iio com
o efeito da dosagem de alelos. Contudo, os valores em RPD observados para o
polipeptideo de 60kDa da fragfio ‘ndio-zefnas’ da geraglio F, sugerem um efeito
tipico de sobredomindncia, haja vista que nos valores observados entre os
genitores ¢ 0s cruzamentos reciprocos (2 e 3) (Figura 6), estes tltimos
apresentaram médias superiores ao genitor BOL II, de maior valor, reforgando a
hipétese de sobredominfncia para o polipeptideo em questfio. As demais
distingGes entre outros valores médios de RPDs entre os gendtipos foram
provavelmente agravadas pelo valor do coeficiente de variag#io, de modo similar
a0 discutido acima. Contudo, a testemunha (QPM) foi a que apresentou,
sistemética e significativamente, os maiores valores para os polipeptideos
avaliados (Figura 6). Como se trata de uma variedade QPM, esses valores
provavelmente decorrem do aumento dessa fragio, a qual estd associada 2
qualidade protéica comum entre genétipos de maior qualidade nutricional.

As zeinas representam a major fragfo protéica do endosperma do milho
(60 - 70% do total) e sua extragiio ¢ influenciada por uma serie de fatores:
tampio de extragdo, temperatura, conteiido de lipidios, presenca ou auséncia de
agentes redutores, entre outros (vide item 2.3). Nesse €aso, a maior ou menor
quantidade desses agentes pode exercer influéncias distintas mnas fragdes
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estudadas. Além disso, ¢ importante frisar que:estudos realizados por
Abdelrahman e Hoseney, (1984) sugerem que essa classe de proteinas ests
envolvida com a estrutura fisica do griio.

O padrio eletroforético da frac3o zefna aparece na Figura 7. Essa fragfio
¢ também heterogénea, sendo composta de varios polipeptideos. Embora existam
outras subfragdes, como a beta-zeina de 15kDa, ¢ a delta-zeina de 10kDa, essas
iiltimas nfio foram consideradas pela grande dificuldade de separé-las; em alguns
géis preliminares (dados ndo mostrados) n#io foi possivel obter uma boa
resolugdo, o que dificultaria sobremaneira a mdmduahzac;ﬁo desses polipeptideos
para a densitometria.

Conforme observado para a gama-zeina de 27kDa (Figura 8), as médias
dos reciprocos foram semethantes aos demais genétipos indigenas. Porém, o fato
de o parental BR201 ter apresentado a menor média, pode sugerir que um
aumento nessa fragio pode estar relacionado com a contribuicio do parental BOL
II. Entretanto, esse aumento nfio pareceu comportar-se de forma gradual,
conforme demonstraram as médias obtidas. A tinica excegdo ocorreu para o PR I,
com uma média sé superada pelo QPM. A gama-zeina de 27kDa tende a ser
abundante no genétipo QPM (Wallace et al, 1990; 'Paiva, et al, 1991); em
cruzamentos envolvendo o QPM com materiais que aprésentam fenétipo opaco, a
convers#o do endosperma opaco em vitreo foi associada a um aumento na sintese
de gama-zeina (Wallace et al,, 1990; Lopes and Larkins, 1991; Paiva et al,,
1991).

As avaliagbes entre o cruzamento reciproco do BR201 e o BOL I
indicaram que n#io houve alteragSes no nivel dessa proteina, suposigéo reforada
pelo fato de as médias para os gendtipos dessa clisse de mutantes estarem
inseridas no mesmo grupo (Figura 8). Em termos 'comparauvos, o BR201
apresentou um menor valor para essa proteina, sugermdo portanto, que outros

71



fatores podem estar relacionados com a conversdo do endosperma. Por exemplo,
Geetha, Lending, e Lopes (1991), citam que a distribuicdo das zeinas no
endosperma ocorre pela agfio de genes modificadores. Segundo Lopes e Larkins
(1991), tais genes parecem agir de mareira semi-dominante e independente do
loco opaco-2.

Para a alfa-zeina de 19kDa, o genétipo indigena Preto Chileno
apresentou uma maior quantidade dessa proteina (Figura 8); em contrapartida, o
QPM utilizado como testemunha nesses estudos apresentou o menor valor de
RPD. A diminuigiio dessa classe de proteinas é comum nos genétipos QPM,
sendo o mesmo tipo de decréscimo também constatado para a alfa-zeina de
22kDa, indicando que provavelmente houve uma alteragfio também desta classe
de proteina nos cruzamentos reciprocos. N&o se pode afirmar, entretanto, que
essa diminuigdo esteja relacionada com a dosagem de alelos relacionados a
conversio do endosperma opaco em vitreo, visto que nos demais gendtipos
indigenas de endosperma opaco e de baixa demsidade os valores foram
intermedidrios e semelhantes (Figura 8).

Considerando-se os padrdes eletroforéticos das fragdes ‘proteina total’ e
‘ndo-zefnas’ da geragdo F, (Figuras 9 e 11) e suas respectivas médias de RPD
(Figuras 10 e 12), encontrou-se uma tendéncia semelbante 3 geragfio Fy. Da
mesma forma que nessa tltima geragéio, os padrdes protéicos apresentados ¢ as
anilises dos polipeptideos marcados para a avaliagiio dos genétipos segregantes
na geragdo Fa (opacos e semi-opacos) n#io permitiram uma distingo nos grupos
de médias que pudessem estar associadas a uma modificagio do endosperma.
Estes resultados, entfo, confirmariam a impossibilidade de se utilizar essas
fragdes protéicas como indicativos de tendéncias & modificagio do endosperma.
Contudo, conforme veremos adiante, outros fatores podem ter interferido nesses
resultados, mascarando uma possivel associagiio.
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Outra anlise de padrdes protéicos foi realizada para a fragéio ‘zeina’ da
mesma populagiio segregante F, do cruzamento entre 0 BR201 X BOL II (Figura
13). Os resultados obtidos para o polipeptideo de 54kDa, entre os gendtipos das
sementes com caracteristicas fenotipicas opacas (5) e semi-opacas (6) mostraram
uma diferenga entre as médias, indicando a provavel existéncia de acimulo dessa
fragfo na modificagfo femotipica do endosperma, haja vista o genétipo semi-
opaco ter mostrado valores superiores para essa fragio quando comparado com
gendtipo opaco. Os demais resultados foram semelhantes ao do progenitor BR201
de endosperma duro, exceto para o BOL I de fenétipo opaco ¢ endosperma
mole. Isso sugere que, aparentemente, hi uma relacdo entre o acimulo das
protefnas de 54kDa e a qualidade fisica dos grios, conforme anilise estatistica
dos valores de RPD (Figura 14). J4 para os fenétipos segregantes, a frago das
alfa-zeinas (peptideo de 22kDa) mostrou um ligeiro decréscimo, apesar de no
diferirem estatisticamente. Conforme Lopes (1993), hé a possibilidade de haver
uma relagio inversa entre o conteiido dessa fragio de 22kDa e o acimulo da
gama-zeina; contudo, experimentos posteriores sdo .ainda necessdrios para
confirmar tal hipétese. '

Ainda estendendo-se as andlises protéicas uma geracdo adiante, foram
verificados o padriio eletroforético e as médias de densidade dtica caracteristicos
das ‘protefnas totais’ do endosperma do milho, da gerag#o F,s, (Figuras 15 e 16).
Interessantemente, para essa geragfio segregante foi encontrada alguma tendéncia
de associagdo entre os grupos de médias e os fendtipos, como, por exemplo, para
o polipeptideo de 61kDa. Contudo, acredita-se que uma melhor distingdo entre
esses grupos teria sido possivel se o coeficiente de variagdo para essa anilise niio
tivesse apresentado valores altos. De qualquer modo, as diferencas apresentadas
& permitiram concluir que esse polipeptideo deve estar ‘fenvolvido na modificacio
do endosperma.
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Contudo, niio se sabe a raz#io de tal associagio no ter se manifestado
nas geragdes anteriores. Nesse sentido, poder-se-ia especular que, & medida que
se avanga com auto-fecundagdes nas geracdes seguintes, estar-se-ia favorecendo a
fixagfio (por homozigose) das caracteristicas contrastantes. Considerando-se o
peso molecular desse polipeptideo, permite-se também especular que,
provavelmente, trata-se da fragdo n#io-zeina; como nessa frago se concentram as
proteinas de caracteristicas diferentes das de reserva, seria plausivel que seu
actimulo estivesse relacionado com o endosperma opaco. Semelhante tendéncia
foi observada para o polipeptideo de 34kDa, cujos valores de RPD sugerem o
aclimulo dessa fragéio preferencialmente no fenétipo opaco (Figura 16). Também
aqui, um inflacionamento do coeficiente de variagio prejudicou um pouco a
interpretacdo dos resultados. Para o polipeptideo de 56kDa, em contraste, os
valores médios mostraram-se semelhantes entre os dois fenétipos; no tendo sido
encontrada, portanto, uma tendéncia de médias que permitisse uma associagfio
com o fenétipo.

Considerando-se os polipeptideos caracterizados anteriormente para a
fragdo ‘ndo-zeina’ (Figura 17), as respectivas andlises estatisticas apresentaram
um coeficiente de variagio alto, em todas as geragSes avaliadas. Contudo os
resultados confirmaram, para a geragio F,3, & mesma tendéncia anteriormente
descrita, em termos de RPD (Figura 18). Por se tratar de uma extracfio
seqliencial, a fragdo ‘nio-zefna’ nfio foi recuperada de forma uniforme. Assim,
acredita-se que a intensidade de coloraggio desuniforme (obtida com o Coomassie)
para algumas amostras, provavelmente influenciou de maneira negativa as
avaliagdes através da densitometria. Cabe mencionar que esse problema refletiu
fortemente na avaliagiio do polipeptideo de 56kDa, influenciando provavelmente
os tratamentos, nio permitindo assim a execucgio do teste de médias.
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De um modo geral, parece importante discutir-se que a no detecgdo de
diferencas entre os polipeptideos de algumas fragdes protéicas pode estar
relacionada a um aumento no erro padrio das médias, o que, como conseqiiéncia,
teria um efeito imediato no coeficiente de variagdo (CV), elevando-o, conforme
citado acima. Considerando-se os fatores que poderiam influenciar no aumento
do CV das anélises aqui realizadas, pode-se argumentar que, durante toda a
marcha do processo analitico (desde a extragiio até a anslise densitométrica),
existem vérias etapas sujeitas 4 variago experimental e/ou operacional que
provavelmente contribuem de forma cumulativa, gelj'gndo um efeito final de
acentuagdo na variagio global dos experimentos. H4 vérias possiveis causas
dessa variagdio. Por exemplo, variagSes indesejéveis (nfio-controléveis) de
temperatura durante o processo de extragio podem ter contribuido para uma
relativa desuniformidade quantitativa do material (Tsai, 1983). Outros fatores
como a interagio entre proteinas, o conteiido de lipidios e a quantidade de agentes
redutores podem ter exercido uma influéncia direta no padréo protéico analisado.

A utilizagio de experimentos de focalizagdo isoelétrica (IEF), em todos
0s- casos aqui avaliados, aparece como importﬁnte alternativa para o
aprofundamento dos estudos comparativos de composigio protéica do
endosperma, associados ou nfo com a sua caracteristica fenotipica. Tal
tecnologia poderia fornecer pistas importantes a respeito de uma possivel
decomposicio das bandas (analisadas por densitoﬁieu'ia) em mais de um
polipeptideo de mesmo peso molecular, aprofundando, assim, o conhecimento
acerca das reais associagdes de sintese e composigio protéica com estrutura fisica
do endosperma. Também a adogdo de outros métodos mais eficazes na avaliagiio
das caracteristicas fisicas do endosperma (por exempio, a densidade) poderiam
contribuir para uma melhor anélise associativa entre fenétipo e conteiido protéico

do mesmo.
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6 CONCLUSOES

A avaliac8o de familias segregantes dos cruzamentos reciprocos entre o
BOL I X BR201 permitiu a identificagdo do efeito de dosagem de alelos na
densidade do endosperma, baseada no conteiido tripléide deste tecido.

O perfil das fragBes protéicas estudadas (‘proteina total’ e “niio-zeina’)
¢ a quantificagéio por densitometria dos polipeptideos analisados para as geragdes
iniciais F, e F, niio permitiram uma associagio entre o contefido de proteina e
uma modificacéo na estrutura fisica do endosperma (vitreosidade/opacidade).

As mesmas andlises efetuadas para a geragiio F»s, a0 contrério,
permitiram a identificaggo de um padriio de polipeptideos associado aos fenétipos
opaco e vitreo, tanto para fragio ‘proteina total’ quanto para a ‘nfio-zeina’.

O perfil protéico das ‘zeinas’ na geragio F, permitiu uma associagio
com os fenétipos estudados para o endosperma, de modo que um polipeptideo de
54kDa (provavelmente gama-zeina) apresentou maior média para o fendtipo
segregante semi-opaco, a0 passo que o polipetideo de 22kDa (provavelmente aifa-
2eina) apresentou menor média para este mesmo fenétipo.

O polipeptideo de peso aparente de 60kDa mostrou uma relago de
sobredominéncia, quando observados os resultados quantitativos (RPDs) dos
genitores e dos reciprocos para a fraglio nio-zefna da geragdo F,.

O mesmo polipeptideo parece correlacionar-se com os gréios de fenétipo

opacos, na geracio Fa,.
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8 ANEXOS

8.1. Resumo dos quadros de anilises de variincia (ANAVA) geraciio F,
incluindo genitores, cruzamentos reciprocos, gen6tipos indigenas e
testemunha

8.1.1. ANAVA : Proteina total F, - Distribuigdo dos valores percentuais

de RPD para os polipeptideos de 72, 60 e 48kDa (FIGURA 4). Delineamento
em blocos casualizados

' QUADRADO MEDIO
Fonte de variagio G.L. POLIPEPTIDEOS

72kDa 60kDa 48kDa
Tratamento 7 3020.885%* 31776.511%+ 9507.310%*
Repeticido 3 3300.661 9254.919 2471.152
Erro 21 593.203 3369.654 1059.097
Nio-aditividade 1 2580.052 7324.837 1598.663
Residual 20 493.860 3171.895 1032.119
TOTAL 31
C.V. 23.01% 19.56% 12.61%

8.1.2. ANAVA :- Nio-zeinas F, - Distribuigo dos valores percentuais

de'RPD (nfo zeinas), para os polipeptideos de 72, 60 e 48kDa (FIGURA 6).
Delineamento em blocos casualizados

QUADRADO MEDIO

Fonte de variagio G.L. POLIPEPTIDEOS
72kDa 60kDa 48kDa
Tratamento 7 224094.503**  136091.795%* 179772.208%*
Repeticio 3 80678.025 13342.841 82860.868
Erro 21 15767.644 1764.923 3332.860
Nao-aditividade 1 14495.953 1238.331 48451.518
Residual 20 15831.229 1791.253 1076.928
TOTAL 31
C.V. 19.25% 12.40% 13.77%




8.1 - Resumo das ANAVAS (geraciio F;) - continua¢iio

8.1.3. ANAVA ‘Zeinas™F, - Distribui¢#o dos valores percentuais de
RPD (z¢inas) para os polipeptideos 54, e 27kDa, (FIGURA 8). Delineamento
em blocos casualizados.

QUADRADO MEDIO

Fonte de variagio G.L. POLIPEPTIDEOS
54kDa v 27kDa
Tratamento 7 3707.866** 249150.273**
Repeticio 2 11654.669 331190.552
Erro 14 725.904 3021.605
Nio-aditividade 1 2.917 : 172.871
Residual 13 781.518 ‘ 3240.738
TOTAL 23
C.V. 18.62% 4.56%

8.1.3. ANAVA ‘Zeinas™F, - Distribuigio dos valores percentuais de
RPD (zeinas) para os polipeptideos 22, ¢ 19kDa, (FIGURA 8). Delineamento
em blocos casualizados.

QUADRADO MEDIO

Fonte de variagio G.L. POLIPEPTiDEOS
' 22kDa ! 19kDa
Tratamento 7 915507.576** 935733.110%*
Repeticdo 2 1045243.342 - 690707.650
Erro 14 106571.042 14782918
Nio-aditividade 1 418191.138 " 19855.175
Residual 13 82600.266 14392.744
TOTAL 23
C.V. 20.90% : 6.57%
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8.1.2 Resumo dos quadros de anslises de varifincia (ANAVA) geraciio F,,
incluindo genitores, cruzamentos reciprocos F, e genbtipos segregantes
(oapco e semi-opaco), e testemunha

8.1.2.1. ANAVA : Proteina total - Distribuicgo dos valores percentuais

de RPD para os polipeptideos de 61, 51 e 48kDa, (FIGURA 10). Delineamento
em blocos casualizados.

QUADRADO MEDIO

Fonte de variagio G. L. POLIPEPTIDEOS
61kDa 51kDa 48kDa
Tratamento 6  43216.475**  39081.502**  56264.970**
Repeticio 3 29795.751 32268.572 4584188
Erro 18 6080.880 1467.429 6790.595
Néo-Aditividade 1 58849.679 79.737 53737.236
Residual 17 2976.833 1549.058 4029.027
TOTAL 27
CV. 36.38% 10.25% 23.84%

8.1.2.2. ANAVA : Nio-zeinas, - Distribuigiio dos valores percentuais de

RPD para os polipeptideos de 61, 51 ¢ 48kDa, (FIGURA 12). Delineamento em
blocos casualizados.

QUADRADO MEDIO

Fonte de variagio G.L. POLIPEPTIDEOS
61kDa 51kDa 48kDa
Tratamento 6  328293.326** 177111.053** 45613.721%*
Repetigio 3 239962.096 6718.817 33995.873
Erro 18 49100.299 44063.873 11180.512

Néo-aditividade 1 312098.083 1474.493 16980.187

Residual 17 33629.841 46569.131 10839.355
TOTAL 27
C.V. 39.41% 33.44% 27.88%
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8.1.2 -Resumo das ANAVAS (geraciio F,) — continuag¢iio

8.1.2.3. ANAVA ‘Zeinas’ - Distribuic;ﬂlo dos valores percentuais
de RPD (zeinas) para os polipeptideos 54, e §7kDa, (FIGURA 14).

Delineamento em blocos casualizados.

QUADRADO MEDIO

Fonte de variagio G.L. POLIPEPTIDEOS
54kDa 27kDa
Tratamento 6 12736.76** 386181.999%*
Repetigio 2 1158.238 560736.315
Erro 12 2422318 30111.471
Nao-aditividade 1 4022.152 45634.799
Residual 11 2276.879 28700.260
TOTAL 20
C.V. 24.62% 13.39%

8.1.2.3. ANAVA ‘Zeinas’ - Distribuic8o dos valores percentuais

de RPD (zeinas) para os polipeptideos 22, e ‘)19kDa, (FIGURA 14).

Delineamento em blocos casualizados.

QUADRADO MEDIO

Fonte de variagio G. L. POLII:EPTfDEOS
22kDa " 19kDa
Tratamento 6 206656.172%% 1941316.231%*
Repetigio 2 540997.792 418084.492
Erro 12 32954.074 187680.282
Nao-aditividade 1 5930.377 76894.193
Residual 11 35410.774 197751.745
TOTAL 20
C.V. 10.91% 14.46%
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8.1.3. Resumo das ANOVAS (geragdio Fy,s) griios opacos e griios vitreos

8.1.3.1. ANAVA : Proteina total. - Distribuigio dos valores percentuais
de RPD para os polipeptideos de 61, 56 ¢ 3dkDa, (FIGURA 16). Delineamento
em blocos casualizados

QUADRADO MEDIO

Fonte de variagio G. L. POLIPEPTIDEOS
61kD 56kD 34kD
Tratamento 17 50597.982%*  2747.222%*  4427.473%*
Repetigio 3 22749.287 2708.827 3668.005
Erro 51 2825.255 600.974 539.810
Néo-aditividade 1 15838.094 157.610 5682.260
Residual 50 2564.998 609.842 436.961
TOTAL 7
C.V. 25.34% 15.18% 29.29 %

8.1.3.2. ANOVA Néo-zeinas, - Distribui¢dio dos valores percentuais de
RPD para os polipeptideos de 61, 56 ¢ 34kDa, (FIGURA 18). Delineamento em
blocos casualizados

QUADRADO MEDIO

Fonte de variagio G.L. POLIPEPTIDEOS
61kD 56kD 34kD
Tratamento 17  34510.175**  7087.637n/s  4026.584%*
Repetigo 3 61622.081 41215.554 2183.824
Erro 51 7464.951 5559.049 639.139
Néio-aditividade 1 111658.403 21866.860 8692.106
Residual 50 5381.082 5232.893 478.079
TOTAL 7
C.V. 41.18% 33.57% 29.45%
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8.1.4 - Resumo da ANOVA para densidade

Distribuig@o dos valores de densidade (g/ml) (FIGURA 1), das sementes
dos progenitores da geragiio F1, genétipos indigenas e fenétipos opacos e semi-
opacos da Geraglio F, ;. Delineamento em blocos casualizados.

QUADRADO MEDIO
Fonte de variagio G. L.

Tratamento 9 0.021111%*
Repetigdo 2 0.004000
Erro 18 0.000555
N#o-aditividade 1 0.000100
Residual 17 0.000588
TOTAL 29
C.V. 149%
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