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RESUMO

PEREIRA, Roselaine Cristina. Relacdo entre caracteristicas estruturais e
bioguimicas e a textura do gréo de milho. 2006. 54 p. Tese (Doutorado em
Genética e Melhoramento de plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.*

A textura do grdo de milho é fundamental para a industria, produtores e
beneficiadores de grdos. Visando conhecer melhor os mecanismos envolvidos
com a dureza do grdo foi feita uma descricdo estrutural e bioquimica de
cultivares contrastantes para essa caracteristica e qualidade protéica. Foram
utilizadas as cultivares Cateto Lassy € QPM BR 451, que apresentam
endosperma duro e semi-duro, baixo e alto valor protéico, respectivamente, e as
cultivares Bolivia-2 e Opaco-2, de endosperma farinaceo, com baixo e alto valor
protéico. Foram feitas avaliagdes nos grdos de milho em desenvolvimento (10,
20, 30, 40, 50 e 60 dias ap6s a polinizacdo) e nos grdos maduros. Nos gréos de
milho em desenvolvimento, avaliaram-se a area do granulo de amido, a
porcentagem de amido e o arranjamento dos granulos de amido e dos corpos
protéicos no endosperma e, nos grdos de milho maduro, densidade, porcentagem
de proteina total, conteido de lisina e triptofano e o padréo eletroforético das
proteinas totais, zeinas e ndo zeinas. Os maiores valores de tamanho final e
porcentagem de amido foram observados nas cultivares Cateto Ls767 € Bolivia-
2, de endosperma duro e fariniceo, respectivamente. Nas cultivares de
endosperma duro e semi-duro, 0 empacotamento dos granulos de amido no
endosperma iniciou-se a partir dos 30 dias ap6s a polinizacdo, enquanto que, na
cultivar Bolivia-2, ele teve inicio a partir dos 20 dias apds a polinizacdo. As
cultivares Opaco-2 e QPM BR 451 apresentaram menores quantidades e
tamanho de granulos amido. Com relagdo a presenca de corpos protéicos, estes
foram abundantes nas cultivares de endosperma duro e semi-duro. Nessas
cultivares, verificou-se, também, maior porcentagem de proteina total. O padréo
de bandas das zeinas mostrou que as cultivares de baixo valor protéico
apresentam todas as zeinas (27, 22, 19, 16, 14, 10kDA). Observou-se a maior
sintese das zeinas de 27 e 16 kDa nas cultivares de endosperma duro e semi-
duro, Cateto Lassy € QPM BR 451. Nas cultivares com alto valor protéico
observou-se uma reducdo das zeinas de 19 kDa e paralizacdo das de 22 kDa.
Portanto, o alto teor de proteina no gréo, a alta sintese das zeinas de 27 kDa e 16
kDa e a presenca de corpos protéico, permitem um melhor empacotamento dos
componentes do endosperma o que pode estar associado com a maior dureza
fisica do gréo de milho.

*Comité orientador: Lisete Chamma Davide-UFLA (Orientadora), Edilson Paiva-
Embrapa Milho e sorgo (Co-orientador).



ABSTRACT

PEREIRA, Roselaine Cristina. Relationship  between structural and
biochemical characteristics and texture of corn grain. 2006. 54 p. Thesis
(Doctorate in Agronomy- Plant Genetics and Breeding) — Federal University of
Lavras, Minas Gerais, Brazil.*

Corn grain texture is fundamental to the industry, grain producers and
processers. Aiming to know better the mechanisms involved with the grain
hardness, a structural and biochemical characterization of contrasting cultivars
for that characteristic and protein value. It was used the Cateto Ls76; and QPM
BR 451 cultivars with hard and semi-hard endosperm, low and high protein
quality, respectively and the Bolivia-2 and Opaque-2 cultivars have soft
endosperm of low and high protein quality. Evaluations were made in the
developing corn grain (10, 20, 30, 40, 50 and 60 days after pollination) and in
the mature grain. In the developing corn grains, area of the starch granule, the
percentage of starch and distribution of starch granules and protein bodies in the
endosperm and, in mature corn grains, density, percentage of total protein,
content of lysine and tryptophan and the band pattern of total proteins, zeins and
non-zeins were evaluated. The greatest values of final size and percentage of
starch were observed in the cultivars Cateto Ljs7; and Bolivia-2, of hard and
soft endosperm, respectively. In the cultivars of hard and semi-hard endosperm,
starch granules packing in the endosperm started from the 30 days after
pollination, while in the cultivar Bolivia-2, it began from the 20 days after
pollination. The cultivars Opaque-2 and QPM BR 451 showed smaller amounts
and size of starch granules. In relation to the presence of protein bodies, these
were abundant in the cultivars of hard and semi-hard endosperms. In those
cultivars, also, greater total protein content was found. The band pattern of zeins
showed that low protein value cultivars present all zeins (27, 22,19, 16,14,
10kDA). The greastest synthesis of 27 e 16 kDa zeins was observed in cultivars
of hard and semi-hard endosperm, Cateto L,zzs; and QPM BR 451. In the
cultivars of high protein value a reduction of the zein of 19 kDa and lack of
these of the 22 kDa were observed. Therefore, the high protein content in the
grain, the high synthesis of 27 kDa and 16 kDa zeins and the presence of protein
bodies enable a better packing of the endosperm components which may be
associated with increased hardness of corn grain.

* Guidance committee: Lisete Chamma Davide-UFLA (Adviser), Edilson Paiva -
Embrapa Milho e sorgo (Co-adviser).



1 INTRODUCAO

Os cereais constituem a principal fonte de alimentos para a maioria dos
paises em desenvolvimento. O milho é o principal cereal cultivado nas regifes
tropicais e é consumido, basicamente, como fonte energética. Apesar de possuir
teores protéicos relativamente elevados, cerca de 10% da matéria seca do gréo,
essa proteina € nutricionalmente inadequada para a alimentacdo de seres
humanos e animais monogastricos, devido A sua deficiéncia em aminoacidos
essenciais, especialmente lisina e triptofano (Nelson, 1969).

As mutacfes descobertas, conhecidas como opaco (Mertz et al., 1964) e
floury (Nelson et al., 1965), mostraram-se capazes de modificar a qualidade
protéica dos grdos de milho, promovendo o aumento do teor de lisina e
triptofano. Essas mutacGes, Opaco-2 e floury-2, limitam a sintese de zeinas, que
sdo proteinas pobres em lisina e triptofano, aumentam a sintese de ndo-zeinas
que tém um melhor valor nutricional por apresentarem niveis de lisina e
triptofano elevados.

Entretanto, a utilizagdo comercial desses genotipos tem sido limitada por
uma série de caracteristicas agrondmicas indesejaveis, tais como reducdo do
nivel de proteinas de reserva no endosperma, menor densidade de gréos, maior
susceptibilidade ao ataque de pragas e doencas e baixa produtividade (Ortega &
Bates, 1983; Toro, 2001; Villegas et al., 1992).

Esse problema foi parcialmente solucionado por meio de melhoramento
genético em que, por meio de retrocruzamentos e selecdo recorrente,
desenvolveram-se genotipos com alta qualidade protéica e textura favoravel
(Vasal et al., 1980). Esses genoétipos foram denominados “Quality Protein
Maize” ou QPM . Embora ja existam algumas variedades de milho QPM sendo
usadas comercialmente, ha ainda muitas caracteristicas nesses genotipos que

precisam ser melhoradas, como, por exemplo, a instabilidade fenotipica do gréo.



Essas mutacOes, que causam alteragBes na sintese das proteinas de
reserva, geralmente alteram a estrutura fisica do endosperma (Mertz et al., 1964;
Nelson et al., 1965). A dureza do endosperma do milho é um aspecto de
fundamental importancia para os produtores e beneficiadores de graos, pois, é
uma caracteristica que esta relacionada com densidade, suscetibilidade ao ataque
de pragas e doencas, e quebra durante os processos de beneficiamento e
armazenamento (Pomeraz et al., 1984). A estrutura fisica do endosperma ¢ a
caracteristica mais limitante na producdo de milho de alto valor nutricional
(Lopes, 1989). Sabe-se que o endosperma dos grdos de milho contém uma
complexa mistura de grdos de amido e corpos protéicos e, segundo Duvick
(1961), a estrutura fisica do endosperma depende do tipo de interacdo entre estes
componentes, tendo as proteinas de armazenamento um papel importante na
estrutura fisica do grdo maduro. O conhecimento de fatores bioquimicos e
estruturais relacionados com a dureza do grdo é importante em programas de
melhoramento que visam a obtencdo de genotipos com alto valor nutricional e
textura favoravel.

Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar, bioquimica e
estruturalmente, grdos de cultivares de milho contrastantes para qualidade
protéica e textura do endosperma e verificar a relagdo destas caracteristicas com

a dureza do gréo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Formacéo, estrutura e composicéo do grao de milho

O milho é uma espécie mondica, isto €, possui 0s dois sexos na mesma
planta, separados em influorescéncias diferentes. As flores masculinas
localizam-se na panicula terminal conhecida como “flecha” ou “pendéo” e as
femininas em espigas axiliares. A espiga é constituida por um eixo ou raquis
(sabugo), ao longo do qual se desenvolvem centenas de ovarios, cada um com
um saco embrionario. O milho é uma planta de polinizacdo cruzada, sendo
minimas as taxas de autofecundacdo (Paterniani & Campos, 1990).

O gréo de milho formado é um fruto composto de trés partes principais:
pericarpo, endosperma e embrido. O pericarpo é a parede celular do gametdéfito
maduro e compreende as camadas celulares externas que envolvem o
endosperma e o embrido. Esse tipo de fruto com semente Unica, em que o
pericarpo ndo se abre na secagem para a liberacdo da semente, é caracteristico de
cereais e denominado de cariopse (Wolf et al., 1952). O endosperma representa
cerca de 83% do peso do grdo, o embrido, em média, 11% e o pericarpo, 5%
(Mittelman, 2001). O endosperma e o embrido resultam da dupla-fertilizagdo
(Dumas & Mogesen, 1993). Tipicamente, 0 endosperma é constituido de 90% de
amido e 10% de proteina (Gibbon & Larkins, 2005). Aproximadamente 70% das
proteinas do endosperma sao constituidas por varias classses de zeinas (Gibbon
& Larkins, 2005). Por apresentarem a maior parte do grdo maduro, 0s
componentes do endosperma sao essenciais na defini¢do das qualidades fisicas e
estruturais (Guimardes, 1994).

O endosperma é constituido de quatro tipos de células: a regido vizinha
ao embrido, as células de transferéncia, o endosperma amilaceo e a camada de

aleurona, conforme apresentado na Figura 1 .



(Camada de aleurona

Endosperma
‘amildcen

Células de transferencia

FIGURA 1- Corte longitudinal de um grdo de milho mostrando os
diferentes tipos de células do endosperma. Fonte: Olsen (2001).

A regido vizinha ao embrido é constituida por uma linha de células que
se distribuem na cavidade do endosperma, onde o embrido se desenvolve. Essas
células sdo caracterizadas por apresentarem um citoplasma denso
(Kowles & Phillips, 1988; Olsen 2001; Schell et al., 1984), com fun¢do de
nutrirem o embrido e formarem uma barreira fisica entre ele e 0o endosperma,
durante o desenvolvimento da semente (Olsen, 2001).

As células de transferéncia estdo na regido basal do endosperma. Elas
facilitam o transporte de metabélitos dentro do endosperma e fazem uma
conexao direta com o tecido materno (Olsen, 2001). A maior parte da sacarose
que chega na base do endosperma a partir das células maternais é clivada em
glicose e frutose, que se movimentam, entdo, para outras partes do endosperma,
onde a sacarose é ressintetizada e utilizada (Soave & Salamini, 1984). O amido é
sintetizado a partir da sacarose, que é translocada para o endosperma em
desenvolvimento. A sacarose € convertida em glicose-1-fosfato, que ¢é
incorporada em ADP-glicose e esta é, entdo, polimerizada em amilose e

amilopectina (Soave & Salamini, 1984).



O endosperma amildceo envolve o embrido e acumula grandes
guantidades de substancias de reserva, que sdo utilizadas durante a germinacéo
da semente e nas fases iniciais da plantula. Essas reservas sdo depositadas em
estruturas membranosas, no parénquima do endosperma amiléceo (Olsen et al.,
1992). Além de amido e proteina, 0 endosperma acumula lipideos, compostos
organicos e inorganicos em pequenas quantidades (Lopes & Larkins, 1993).

A camada de aleurona circunda todo o endosperma amil&ceo, exceto a
area adjacente ao embrido e contém um grande ndmero de corpos protéicos
pequenos, oleossomos e antocianina (Becraft, 2000; Buttrose, 1963; Lopes &
Larkins, 1993; Olsen et al., 1992; Olsen, 2001).

A principal fonte de armazenamento de carboidratos no endosperma é o
amido, molécula composta de dois polimeros: amilose e amilopectina, que sdo
empacotados como granulos cristalinos nos amiloplastos (Lopes & Larkins,
1993).

Aproximadamente 10% do peso do grdo de milho consistem de
proteinas, e as proteinas de reserva constituem a maior porcdo desse
componente. As proteinas de reserva ndo possuem atividade enzimatica, sendo
fontes de aminodacidos e energia para o embrido e para a plantula. As proteinas
de reserva do grdo de milho, ou prolaminas, sdo também denominadas de zeinas.
As sementes acumulam grandes quantidades dessas proteinas de reserva entre 10
e 50 dias apds a polinizacdo (Rubenstein & Geraghty, 1989). As proteinas que
ndo possuem funcdo de reserva, denominadas ndo-zeinas, estdo envolvidas em
processos biolégicos necessarios para o desenvolvimento da semente e sdo
proteinas de membranas, enzimas, estruturais, inibidoras de proteases entre
outras (Habben et al., 1993).

Apoés a desidratagdo da semente, zeinas, ndo-zeinas e o restante dos

componentes celulares formam uma matriz insollvel, na qual os granulos de



amido estdo imersos. O arranjamento e a constituicdo desses componentes no

grdo podem estar relacionados com a textura do mesmo.

2.2 Estrutura, composicdo e desenvolvimento do endosperma

A origem do endosperma esta ligada a dupla fertilizacdo. Nesse
processo, um nucleo espermatico do grdo de polen funde-se com o dvulo,
originando o embrido (2n) e o outro nlcleo espermético funde-se com os dois
nlcleos polares hapl6ides do saco embrionario, originando o endosperma
triploide (3x) (McClintock, 1978; Russel, 1992).

O desenvolvimento do endosperma de milho é caracterizado por
grandes alteracdes no ciclo celular: mitose sem citocinese, alta atividade
mitética e endorreduplicacdo do DNA nuclear (Bommert & Werr, 2001;
Schweizer et al.,, 1995). Nos estadios iniciais de desenvolvimento do
endosperma do milho, as vérias divisbes nucleares, sem citocinese e sem
formacdo de parede celular, resultam numa célula central multinucleada
contendo 128 a 250 ndcleos (Olsen et al., 1992). A localizagdo desses nucleos
ndo ocorre ao acaso; ela depende dos planos nos quais as primeiras duas ou trés
divisdes ocorrem (Soave & Salamini, 1984). A citocinese inicia-se na regido
periférica em direcdo ao centro da célula multinucleada, até que essa se torne
uninucleada (Lopes & Larkins, 1993; McClintock, 1978, Soave & Salamini,
1984).

Durante o desenvolvimento do endosperma, as células centrais
aumentam em tamanho e a taxa de desenvolvimento é rapida, observando-se
aumento no nimero e no tamanho das células e no tamanho dos ndcleos.
Normalmente, aos 12 dias apds a polinizagdo (DAP), o endosperma ocupa a
cavidade a ele destinada no grdo maduro e as células da camada mais externa

diferenciam-se em aleurona (Kwoles & Phillips, 1988; McClintock, 1978).



A medida que decresce o indice mitdtico, comeca um aumento do
contedo de DNA nuclear das células do endosperma, alcancando um pico
maior entre 10 e 14 DAP (Kowles & Phillips, 1988). Este aumento é de 3C até
390C (Lopes & Larkins, 1993). A endorreduplicacdo no endosperma leva ao
aumento de muitas atividades celulares, o que é evidenciado pelo aumento do
peso seco, do conteldo de proteinas totais, de corpos protéicos e de zeinas
(Kowles & Phillips, 1988). Contudo, o significado da endorreduplicacdo no
endosperma é um fato pouco esclarecido, pois, todo o genoma é duplicado e ndo
somente os genes envolvidos na sintese de proteinas de reserva e carboidratos
(DeMason, 1997 citado por Leblanc, 2002 ; Lopes & Larkins, 1993).

Portanto, o endosperma formado é constituido, basicamente, de
proteinas e granulos de amidos. Sugere-se que, de acordo com 0 arranjamento
desses compostos no endosperma, os grdos de milho podem apresentar as
caracteristicas fenotipicas “opaco” e “vitrea”. Esses fenotipos referem-se a
passagem de luz na semente madura, podem ser distinguidos a olho nu e estdo
relacionados com a textura do endosperma, que pode ser farinacea, no fendtipo
opaco e dura, no vitreo. Indiretamente, esses fendtipos estdo associados a outras
caracteristicas agrondmicas que sdo muito importantes para 0 melhoramento
genético, como, por exemplo, a dureza, que, basicamente, descreve a resisténcia
da semente a deformagdes externas e & quebra mecéanica durante a colheita e o

armazenamento.

2.2.1 Proteinas do endosperma do milho

O grdo de milho contém de 8% a 11% de proteina e o endosperma
contribui com, aproximadamente, 70% (FAO, 1993; Shewry & Halford, 2002).
A qualidade da proteina do milho depende da quantidade e do balango de
aminodcidos essenciais, portanto, a composicdo de aminoacidos do gréo inteiro

reflete a composi¢do das proteinas do endosperma, embora as proteinas do



embrido possuam um melhor balanco de aminoacidos (Mittelmann, 2001). A
qualidade da proteina do milho é semelhante a maioria dos cereais, em geral
deficientes em alguns aminoéacidos essenciais (Diaz, 2003; FAO, 1993).

As proteinas do endosperma de milho podem ser separadas
sequencialmente, de acordo com a sua solubilidade, em diferentes solventes em
quatro fracdes: albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas (Osborne &
Mendel, 1914). As albuminas sdo sollveis em agua, as globulinas em soluges
salinas e as glutelinas sdo sollveis em solucbes alcalinas. As prolaminas,
chamadas de zeinas em milho, sdo sollveis em &lcool e correspondem a,
aproximadamente, 52% do nitrogénio dos grdos. As albuminas, globulinas e o
nitrogénio ndo protéico representam, aproximadamente, 18% do nitrogénio total
e as glutelinas, 25% (Boyer & Hannah, 2001).

As quatro classes de proteinas do endosperma podem ser divididas nas
fracdes zeinas (prolaminas) e ndo-zeinas (albuminas, globulinas e glutelinas) que
apresentam, respectivamente, baixo e alto teor de lisina e triptofano. A fracdo
ndo-zeina apresenta funcgdes estruturais, inibidoras de proteases, enzimaticas,
protecdo da semente contra patdégenos e predadores, e biossintética; as fracdes
zeinas apresentam funcdo de reserva (Lopes & Larkins, 1993).

As zeinas sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e
estdo localizadas no endosperma do grdo de milho na forma de corpos protéicos.
Correspondem a, aproximadamente 70%, da proteina total do milho e o padrédo
de sua sintese é o tipico para a maioria dos cereais (Gibbon & Larkins, 2005). O
inicio da sintese ocorre de 8 a 12 dias apds a polinizacdo (DAP); sua sintese é
méxima entre 16 e 35 DAP e continua até 40 a 45 DAP (Tsai, 1979 a e b).

As zeinas compreendem quatro grupos estruturalmente distintos: alfa,
beta, gama e delta-zeinas, que podem ser separadas com base no padrdo
eletroforético e no peso molecular (Coleman et al., 1996, Leite et al., 1999
citados por Shewry e Halford, 2002). A distribuicdo das diferentes classes de



zeinas dentro dos corpos protéicos foi sugerida por Lending & Larkins (1989),
estudando o endosperma em desenvolvimento. Observou-se que 0S COrpos
protéicos apresentam diferentes tamanhos e composicdo. De modo geral, eles
apresentam didmetro variando entre 1 um a 2 um, estando a maioria entre 0,3
um a 1,3 um. Nas células mais préximas da aleuroma os corpos protéicos sao
pequenos e contém somente beta e gama-zeinas. Eles representam os estagios
iniciais do desenvolvimento de um corpo protéico com, aproximadamente,
0,2 um de diametro. Os corpos protéicos maiores contém alfa-zeinas e sdo
encontrados nas camadas de células mais centrais do endosperma.

As alfas-zeinas comegcam a se acumular, como l6culos discretos, dentro
de uma matriz de gama e beta-zeinas, nos corpos protéicos. Ocasionalmente, os
I6culos de alfa-zeinas fundem-se e preenchem o centro do corpo protéico,
expandindo este para um didmetro de 1 um a 2 um (Lending & Larkins, 1989).
Beta e gama-zeinas formam uma camada mais ou menos continua na periferia,
mas, manchas pequenas de beta e, mais comumente, de gama-zeinas
permanecem no interior. As delta-zeinas sdo encontradas, principalmente, no
centro dos corpos protéicos, junto com as alfa-zeinas, o que indica que nem
todas as zeinas ricas em enxofre estdo na periferia (Esen & Steller, 1992).

Os polipeptideos das diferentes classes de zeinas variam, em tamanho,
de 10 kDa a 27 kDa. As alfa-zeinas possuem pesos moleculares de 19 e
22 kDa, correspondendo a, aproximadamente, 70% da fracdo total de zeinas e
apresentam deficiéncia em aminoacidos essenciais, como lisina e triptofano, alto
teor de glutamina (25%), leucina (20%), alanina (15%) e prolina (11%) (Lopes,
1993; Nelson, 1969; Shotwell & Larkins, 1989).

As beta-zeinas sdo proteinas de 14kDa e correspondem g,
aproximadamente, 15% da fracdo de zeina. A proteina madura tem 160
aminoacidos e apresenta menos glutamina (16%), leucina (10%) e prolina (9%)



do que as alfas-zeinas, mas, apresenta mais aminoacidos sulfurosos, metionina
(11%) e cisteina (4%) (Pedersen et al., 1986).

As gama-zeinas apresentam peso molecular de 16 e 27 KkDa,
correspondendo a 20% das zeinas totais, podendo chegar até a 50%. Elas
apresentam alto teor de aminodacidos sulfurados, sendo 23% de metionina e 4%
de cisteina (Esen, 1986; Kirihara et al., 1988; Ortega & Bates, 1993). A zeina de
10 kDa, delta-zeina, é uma proteina pequena que apresenta 130 aminoacidos de

comprimento (Kirihara et al, 1988).

2.2.1.1 Teor de lisina e triptofano no gréo de milho

As proteinas do grdo de milho apresentam deficiéncia de aminoacidos
essenciais, especialmente lisina e triptofano (Nelson, 1969). Foi também
detectada a deficiéncia de treonina e isoleucina, atribuida aos elevados teores de
leucina, que prejudicam a sua absorcdo (Benton et al., 1955, 1956; Zarkadas et
al., 1995 citados por Mittelmann, 2001).

Os aminodcidos lisina e triptofano, sdo essenciais para a alimentagao de
humanos e animais monogastricos, no entanto, para a dieta tornar-se adequada,
h& necessidade de uma suplementagdo (Diaz, 2003). Na formulagéo de ragdes, é
comum o milho ser misturado com farelo de soja, pois este é capaz de
compensar as deficiéncias em lisina e triptofano (Mittemann, 2001).

A lisina é um aminoacido de grande importancia no metabolismo do
calcio. Estudos mostraram que humanos e monogastricos, com dieta com niveis
adequados de lisina, apresentam um aumento na absorcdo e assimilacdo do
calcio (Civitelli et al., 1992 citados, por Diaz, 2003). O célcio também estd
envolvido na producdo de colageno, elastina e carnitina (Flodin, 1997, citado por
Diaz, 2003).
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O triptofano permite uma boa saude fisica e mental do ser humano, uma
vez que estd relacionado com a producdo da serotonina, que permite o
funcionamento normal do sistema nervoso (Diaz, 2003).

Na década de 1960, foram descobertas mutagdes capazes de modificar a
qualidade protéica dos grdos de milho, aumentando o teor de lisina e triptofano,
conhecidas como opaco (Mertz et al., 1964) e floury (Nelson et al., 1965). Esse
aumento foi conseqiéncia da reduzida expressdo da fracdo zeina, que é
nutricionalmente pobre, e um aumento da fragdo glutelina, que tem um melhor
balanco de aminoacidos. Um aspecto positivo da utilizacdo do gene opaco-2 é o
aumento do teor de lisina e triptofano e, também, a razdo leucina/isoleucina
(Mertz et al., 1964; Bressani, 1991). A lisina é o primeiro aminoacido limitante
no milho e o triptofano o segundo (Diaz, 2003).

Os mutantes para alta lisina afetam adversamente vérias caracteristicas
agrondmicas importantes, incluindo caracteristicas do grao, o que limita seu uso.
Estes mutantes apresentam baixo teor de zeinas, endosperma macio e farinaceo,
baixo acimulo de matéria seca, refletido em menor producédo, peso dos grédos e
densidade dos grdos do que um grdo normal. Outras caracteristicas que séo
observadas nesses mutantes é uma maior susceptibilidade ao ataque de pragas e
doencas, contaminacdo por aflotoxinas, pericarpo mais fino e uma baixa
intensidade na coloragdo amarela (Paiva et al., 1991; Yau et al., 1999). Esses
efeitos variam entre 0os mutantes e limitam a utilizacdo comercial desses
gendtipos (Ortega & Bates, 1983; Toro, 2001; Vasal, 2001; Villegas et al.,
1992).

Esse problema foi parcialmente solucionado por meio de melhoramento
genético, onde, por meio de retrocruzamentos e selecdo recorrente,
desenvolveram-se genétipos com alta qualidade protéica e textura favoravel,
denominados “Quality Protein Maize” ou QPM (Paiva et al., 1991; Vasal, 2001
citados por Diaz, 2003). O milho normal tem sete vezes mais zeinas que 0 QPM,
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mas, as fragcBes ndo-zeinas, nos genotipos Opaco-2, floury-2 e QPM, sdo
maiores que no milho normal, o que reflete uma melhor qualidade protéica
nesses genoétipos (Diaz, 2003). Embora ja existam variedades de milho QPM
sendo comercializadas, estas ainda apresentam problemas de instabilidade

fenotipica do gréo.

2.3 Composicao e organizagdo do granulo de amido

O amido é o carboidrato de reserva da maioria dos vegetais superiores,
ocorrendo como granulos insollveis em agua, cujo tamanho e forma variam de
acordo com a espécie e a maturidade da planta (Franco, 1993). Essa
macromolécula é depositada na forma de granulos cristalinos em amiloplastos,
0S quais encontram-se imersos em uma matriz amorfa.

O amido compreende dois homopolimeros de D-glicose: a amilose e a
amilopectina. A amilose ¢ uma molécula essencialmente linear, constituida de
unidades de D-glicose conectadas por ligacdes (o- 1,4). A amilopectina é o
polimero mais abundante do amido e contém cadeias lineares de Vvarios
comprimentos apresentando ramificagdes. As ligacdes glicosidicas que unem os
residuos de glicose nas cadeias de amilopectina sdo (o~ 1,4) e 0s pontos de
ramificagcdo (a- 1,6). Ela apresenta um alto grau de organizagdo estrutural, que
pode ser exemplificada pela distribuicdo ndo casual das cadeias lineares e pelas
disposicdo das ramificacBes. As regides ramificadas sdo alternadas com as
regides livres de ramificacBes, formando uma estrutura semelhante a uma dupla
hélice (James et al., 2003). Esta arquitetura da amilopectina é responsavel pela
semicristalinidade dos granulos de amido.

O alto grau de organizagdo da amilopectina confere dois tipos de
estrutura cristalina, tipo-A e tipo-B, que diferem de acordo com o grau de
empacotamento de suas cadeias (Gallant et al., 1997; Imberty et al., 1991). Em
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amido de cereais selvagens, a amilopectina é 100% do tipo A, na qual o
arranjamento da dupla hélice é melhor.

A maioria das moléculas de amido de diferentes espécies contém de
15% a 30% de amilose. No milho normal, essa quantidade é de 25% a 30% de
amilose e 75% de amilopectina. Contudo, a presenca de mutacfes altera a
qualidade e a quantidade de amido no endosperma de milho e,
consequentemente, afeta a textura do grdo (Banks & Greenwood, 1975;
Strissel & Stiefel, 2002; Wang, et al., 1993). Em genétipos de milho
denominados ae ( amylose-extender), por exemplo, a maior parte do amido é
amilose (50% a 80%); ja& em certas variedades de milho, sorgo, cevada e arroz,
conhecidas como ceroso, 0 amido é constituido exclusivamente por amilopectina
(Franco, 1993; Wang et al., 1993). Além disso, verificou-se que, quando se
promove um aumento de 1 % a 2% em proteinas no grdo, essa relacdo passa a
ser 50% amilose e 50% amilopectina (Strissel & Stiefel, 2002).

Gibbon et al. (2003), estudando a mudanca da textura farindcea do
endosperma do mutante 0-2 em QPM, observou que a supressdo do fendtipo
farindceo no QPM esta associada com as propriedades dos granulos de amido,
tendo a estrutura vitrea do QPM grande associagdo com o tipo de arranjamento
das cadeias da amilopectina.

Portanto, a composicdo quimica dos granulos de amido, bem como a
organizagdo estrutural de seus componentes, esta relacionada com a
cristalinidade do grénulo de amido (Gibbon et al., 2003; Gidley & Bocciek,
1985; French, 1984; James et al., 2003; Lineback, 1984) e, conseqlientemente,

com a vitreosidade e ou dureza do grao.
2.4 Arranjamento do amido e proteina e a textura do grao de milho

Como mencionado anteriormnte, a textura do grdo de milho é um

aspecto de fundamental importancia para os produtores e beneficiadores de
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grdos, pois é uma caracteristica que estd relacionada com densidade,
suscetibilidade ao ataque de pragas e doengas, digestibilidade e quebra durante
0s processos de beneficiamento e armazenamento (Correa et al., 2002; Johnsom
et al., 2002; Pomeranz et al., 1984). Dois termos sdo comumente utilizados para
se referir a textura do grdo de milho, vitreosidade e dureza, embora ndo
designem a mesma propriedade. A vitreosidade esta relacionada com a aparéncia
do gréo, enquanto que a dureza refere-se a uma propriedade fisica (Shull, 1988).

O endosperma dos grdos de milho contém uma complexa mistura de
grdos de amido e corpos protéicos, e, segundo Duvick (1961), sua estrutura
fisica depende do tipo de interagdo entre estes componentes, tendo as proteinas
de armazenamento um papel importante na estrutura fisica do grdo maduro.
VariacGes na estrutura fisica do gréo tém sido associadas a varia¢cdes no grau de
compactacdo de componentes celulares, a espessura da parede celular, ao
tamanho das células do parénquima de reserva do endosperma, a espessura da
matriz protéica em contato com os granulos de amido e a forca de adesdo entre a
matriz protéica e os granulos de amido (Abdelraman & Hoseney, 1984; Kriz,
1987; Simmonds et al., 1973).

Em estudos realizados com trigo, foi observado que a substancia
cimentante entre os granulos de amido é constituida por carboidratos e proteinas,
sendo que o endosperma duro contém mais proteina de reserva do que o
endosperma farindceo e menores espacos intercelulares (Glenn et al., 1991;
Simmonds et al., 1973;). Em gréos de sorgo, milho e milheto, as proteinas de
reserva sdo as responsaveis pela ligacdo entre o amido e as proteinas da matriz
do endosperma, influenciando, portanto, a dureza do grdo (Dombrink-Kurtzman
e Bietz, 1993; Abdelrahman e Hoseney, 1984; Hoseney, 1987).

A composigdo e o arranjamento das proteinas de reserva do endosperma
alteram a sua textura e, conseqientemente, sua estrutura fisica (Dombrink-

Kurtzman e Bietz , 1993). Estudos mostraram que as regides de endosperma
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duro do grdo de milho possuem maior contelido de alfa-zeinas e gama-zeinas
(Dombrink-Kurtzman e Bietz , 1993; Paiva et al., 1991). Também foi observado
gue a gama zeina de 27 kDa tem grande participacdo na formacdo do
endosperma vitreo, uma vez que se observa o aumento dessa zeina nos genotipos
QPM (vitreos) comparados aos farindceos Opaco-2 (Wallace et al., 1990). Esse
aumento das zeinas nos corpos protéicos leva a um aumento no didmetro destes,
0 que, provavelmente, proporciona uma melhor compactagdo dos granulos de
amido no endosperma do QPM (Dannenhoffer et al., 1995). Foi também
observado que grdos de milho de textura farindcea apresentam granulos de
amido maiores e corpos protéicos menores do que nos gréaos vitreos (Kriz,1987).

Esse padrdo também é observado em sorgo, no qual verificou-se que no
endosperma vitreo ha4 maior contetdo de proteina e os granulos de amido séo
menores que os do endosperma farindceo (Cagampang et al., 1985).

Em estudos de microscopia eletrénica com milho constatou-se que os
granulos de amido de endosperma de milho normal duro apresentam um melhor
empacotamento e forma poligonal e os de endosperma farindceo tém espacos
intergranulares maiores e forma arendondada (Robutti et al., 1974; Wall &
Bietz, 1987). Gibbon & Larkins (2005) observaram que, em genétipos de QPM,
os granulos de amido apresentam um perfeito empacotamento com 0s espacos
entre eles perfeitamente preenchidos, enquanto que, no mutante Opaco-2, ndo se
observa esse comportamento.

Considerando a importancia da dureza do grdo de milho, estudos que
busquem esclarecer os fatores que afetam essa caracteristica utilizando
genotipos nacionais, sdo importantes para 0s programas de melhoramento que
visam ao desenvolvimento de cultivares com grdos com alto valor protéico e

textura favoravel.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Conducéo do experimento

Os experimentos de campo foram conduzidos na area experimental do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), na
regido sul do estado de Minas Gerais, a 910 metros de altitude, 21°45’S de
latitude e 45°00°W de longitude. As anélises microscépicas e bioquimicas foram
realizadas nos Laboratorios de Citogenética, de Microscopia Eletronica,
Tecnologia de Produtos Vegetais e Sementes, sediados nos Departamentos de
Biologia, Fitopatologia, Ciéncias dos Alimentos e Agricultura da Universidade
Federal de Lavras e no Laboratério de Biologia Molecular do Nucleo de
Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo.

3.2 Material utilizado

Foram utilizados materiais genéticos contrastantes para a qualidade
protéica e textura do endosperma, oriundos do Banco de Germoplasma do
Centro Nacional de Pesquisa Milho e Sorgo/EMBRAPA, localizado em Sete
Lagoas,MG. As cultivares avaliadas foram Cateto Lyszs; , QPM BR-451,
Bolivia-2 e Opaco-2.

A cultivar Cateto é um hibrido simples, de baixo valor protéico (Cateto
AL 237-67/ Cateto Col), originado de duas linhagens derivadas da raca cateto
que se caracteriza por produzir graos "Flint" de alta dureza. Cateto AL 237/67 é
uma linhagem obtida da variedade Cateto Agua Limpa IPEACO/1967. A
segunda linhagem Cateto Col. foi obtida da variedade Cateto Colombia IPEACO
1971. As duas linhagens pertencem ao Programa de Melhoramento da
EMBRAPA Milho e Sorgo.
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A cultivar QPM BR-451 é uma variedade de alta qualidade protéica, de
grdos brancos e semi-duros, que contém o gene opaco-2 com modificadores de
endosperma e foi lancada em 1990, pelo Programa de Melhoramento da
EMBRAPA Milho e Sorgo.

A cultivar Bolivia-2 é uma populacdo de milho indigena do grupo
farindceo que apresenta baixa qualidade protéica e a cultivar Opaco-2 é uma
populacdo de milho farinaceo de alta qualidade protéica As duas cultivares de
endosperma farinaceo fazem parte do Banco de Germoplasma da EMBRAPA
Milho e Sorgo.

3.3 Caracteristicas avaliadas nos graos de milho em desenvolvimento
3.3.1 Area dos granulos de amido e porcentagem de amido

Foram coletados grdos de milho da regido mediana de 5 espigas,
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer até a utilizacdo. As
coletas foram feitas aos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias apds a polinizacdo-DAP .

Para a determinagdo da area granular, foi preparada uma suspenséo de
amido por meio da maceragdo de amostras de endosperma, a partir da qual
foram montadas Iaminas provisorias. A coloracdo foi feita com o corante lugol
(1g de iodo e 3g de iodeto de potéssio gsp 300 mL de agua destilada). Foram
consideradas 3 repeti¢des e analisadas 5 laminas por repeti¢do, avaliando-se um
total de 100 granulos de amido por repeticdo. As avaliacdes foram feitas em
fotomicroscopio Olympus BX60 e as imagens obtidas foram capturadas por
meio de uma microcAmera Optronics® conectada ao fotomicroscopio e
transferidas para um microcomputador, utilizando o software Optronics®. As
medicGes da area dos granulos de amido foram realizadas utilizando-se o

software Jandel Sigma Scan® Pro v. 2,0.
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Para a determinacdo da porcentagem de amido no endosperma em
desenvolvimento foi utilizada a metodologia de Smogyi-Nelson, proposta por
Nelson (1944). Foram consideradas 4 repeticdes.

As avaliacbes de microscopia foram realizadas no Laboratério de
Citogenética, localizado no Departamento de Biologia e a determinagdo da
porcentagem de amido no Laboratério de Tecnologia de Produtos Vegetais do
Departamento de Biologia e de Ciéncias dos Alimentos, ambos da Universidade

Federal de Lavras.

3.3.2 Arranjamento dos granulos de amido e corpos protéicos no
endosperma

Para a avaliacdo do arranjamento dos granulos de amido e dos corpos
protéicos, apds a coleta, os grdos de milho foram imediatamente fixados em
gluteraldeido 2,5% e formaldeido 4%, preparados em tampéo fosfato 50 mM e
pH 7,2, conforme metodologia sugerida por Lending & Larkins (1989) e
armazenados em geladeira para posterior avaliag&o.

Na confeccdo de laminas destinadas a observagdo da distribuicdo dos
granulos de amido e dos corpos proteicos em microscopia de luz, as amostras de
endosperma fixadas foram inicialmente desidratadas em uma série cetbnica
crescente (255, 50%, 70%, 90% e 100%) permanecendo cerca de 10 minutos em
cada concentracdo. Na concentracdo de 100%, foram realizadas 3 trocas de 10
minutos cada. Em seguida, realizou-se a infiltracdo em resina de acordo com a
metodologia proposta por Lending & Larkins (1989). Posteriormente, foram
realizados cortes transversais em micrétomo com 2 um de espessura para a
avaliacdo do arranjamento dos granulos de amido e dos corpos protéicos no
endosperma. Para visualizar a distribuicdo dos granulos de amido no

endosperma, os cortes foram corados com fucsina basica 0,05%, preparada em
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25mM KH,PO4/Na,HPO,, pH =7,0 e contendo 5% de etanol, por 60 segundos.
Foram montadas laminas permanentes com Entellan®.

Para a distin¢do dos corpos protéicos e granulos de amido foi utilizada
dupla coloracdo, sendo uma azul (0,13% azul de metileno; 0,02% de azure II;
10% de glicerol; 10% de alcool metilico preparados em agua destilada) e outra
arroxeada (solugdo aquosa de fucsina basica 0,05%). Os cortes foram corados
por 60 segundos com o corante azul. Em seguida, foi adicionada uma gota de
hidroxido de sédio 1% por 10 segundos, as Iaminas foram lavadas e adicionou-
se uma gota de fucsina basica 0,05%, por 60 segundos. Apds a coloracdo, as
laminas foram montadas em resina e avaliadas em microscopia de luz.

As imagens obtidas nessas avaliagdes foram capturadas por meio de uma
microcamera Optronics® conectada ao fotomicroscopio Olympus BX60 e
transferidas para um microcomputador, utilizando-se o software Optronics® ou
fotografadas na objetiva de 40X.

Para a avaliacdo do arranjamento e formato dos granulos de amido no
endosperma utilizando microscopia eletronica de varredura (MEV), os gréos de
milho foram coletados e fixados como citado anteriormente. Para o arranjamento
dos granulos de amido no endosperma, apds a fixacdo, o endosperma foi pos-
fixado por 2 horas em tetroxido de 6smio 2% , desidratado em uma série de
acetona (10%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, esta Gltima por trés vezes) e, em
seguida, levadas ao aparelho de ponto critico (BAL-TEC CPD 030).
Posteriormente, as amostras foram fixados em suportes de aluminio (stubs), por
meio de uma fita de carborno dupla face e submetido a uma cobertura com ouro
(‘evaporador de ouro BAL- TEC SCD 050).

Para a avaliacdo do formato dos granulos de amido foram preparadas
suspensdes alcodlicas de amido. Em seguida, colocou-se uma gota sobre stubs,
procedeu-se secagem ao ponto critico e, posteriormente, fez-se a cobertura com

ouro. As amostras foram, entdo, avaliadas em microscopio eletrénico de
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varredura (LEO Evo 40 XVP) e as imagens foram registradas em
microcomputador. As atividades citadas nesse item foram realizadas no
Laboratério Citogenética do Departamento de Biologia e no Laboratério de
Microscopia Eletronica do Departamento de Fitopatologia da Universidade

Federal de Lavras.

3.3.3 Anélise estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualisado no esquema de
parcela subdividida no tempo, com o nimero de repeticdes variando de acordo
com a caracteristica avaliada. Nas parcelas avaliou-se o efeito das 4 cultivares
(Bolivia-2, Cateto Lys767, Opaco-2 e QPM BR451) e, nas subparcelas, o efeito
de épocas de desenvolvimento do endosperma (10, 20, 30, 40, 50 e 60 DAP). As
caracteristicas avaliadas foram area do granulo de amido (um?) e porcentagem
de amido no grdo (%). As analises estatisticas foram realizadas no programa
estatistico SISVAR, desenvolvido por Ferreira (2000).

3.4 Caracteristicas avaliadas nos graos de milho maduro
3.4.1 Densidade do grao

A densidade dos grdos maduros foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Kniep & Mason (1989), que consiste em colocar uma
amostra de 50 grdos de milho em uma proveta de 50 mL e completar o volume
com alcool etilico, registrando-se 0 peso antes e ap6s a complementacdo do
volume. Foram consideradas 5 repetices.

No célculo da densidade dos graos, foi utilizada a seguinte equac&o:
D= (m1)/[50 —(m2 — m1)/délcool]

em que:

D= densidade da amostra
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m1= peso dos grdos de milho na proveta de 50 mL
m2= peso dos grdos de milho na proveta de 50 mL + alcool

dalcool= densidade do alcool

3.4.2 Porcentagem de proteina

A andlise da porcentagem de proteina foi realizada pelo método Kjedahl,
proposto pela Associacdo Oficial de Andlise Quimica (AOAC, 1990). Este
método consiste de trés etapas: digestdo, na qual o nitrogénio é transformado em
amonia; destilacdo, em que a amobnia é separada e recolhida em solucdo
receptora; e titulagdo, que corresponde a determinacdo quantitativa da amdnia

contida na solucéo receptora.

3.4.3 Teor de lisina e triptofano no gréo

A determinacdo de triptofano e lisina foi realizada de acordo com o
método colorimétrico para andlise rapida de triptofano, descrito por Opienska-
Blsauth et al. (1963) e modificado por Hernandez & Bates (1969). Para estas
avaliacbes, pesaram-se 80mg de amostra triturada em moinho, que foram
transferidas para tubos de hidrélise, no qual adicionaram-se 4,0mL de solucéo de
0,1M de acetato de sodio pH 7,0 + papaina (4mg de papaina/mL de acetato de
sddio) e procedeu-se a homogeneizacdo em vortex. A mistura foi incubada a 63
°C + 2 °C por 16 h, homogeneizando em vortex de 30° em 30’(de 3 a 4X). Ap0s
este periodo, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e, em seguida,
centrifugada a 2.500 rpm, por 5 minutos. Pipetou-se 1 mL do hidrolisado para
tubo de ensaio e adicionou-se 4mL do Reagente C, que consiste de uma mistura
volume por volume do Reagente A (270mg de FeCl;.6H,O + 500uL de
H,0/1.000 mL de acido acético glacial) + Reagente B (acido sulfdrico 30N).
Esta mistura foi homogeneizada vigorosamente em vortex e incubada a 63°C +

2°C, por 15 minutos, para o desenvolvimento da coloracdo. A mistura foi
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resfriada a temperatura ambiente e procedeu-se a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro a 560nm, sendo o aparelho primeiramente calibrado com uma
solucdo (branco) que continha todos os reagentes exceto a amostra. Foram
consideradas 4 repeticdes. O contetdo de triptofano (TRY) e lisina (LYS) foi

calculado a partir das seguintes formulas:

TRY = (50,00 x Abs.) - 0,018
% de proteina

LYS = 0,3601 + (4,075 x TRY)

3.4.4 Anélise estatistica

Para todas as caracteristicas avaliadas no grdo maduro, foi utilizado o
delineamento inteiramente casualisado, com 5 repeti¢cbes para densidade e 4
repeticOes para as demais caracteristicas. As anélises de variancia foram feitas
utilizando-se o programa estatistico SISVAR, desenvolvido por Ferreira (2000).
Para as correlacdes entre as caracteristicas densidade com teor de proteina,
lisina, triptofano, tamanho e porcentagem de amido, utilizou-se o programa
GENE (Cruz, 1997).

3.4.5 Padrdo eletroforético das proteinas do gréo

A andlise eletroforética das proteinas do grdo maduro foi feita por meio
de extracOes das proteinas totais, zeinas e ndo zeinas, semelhante a metodologia
utilizada por Coelho (1997), com modificacGes.

3.4.5.1 Obtencédo da proteina total
Para a extracdo da proteina total adicionou-se 1 mL de tampdo borato
(12,5 mM borato de sédio, pH=10,0, 1% de SDS e 2% de 2-BMercaptoetanol) a

50 mg do endosperma moido. Em seguida, homogeneizou-se em vortex para
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ressuspender o tecido e a mistura foi vigorosamente agitada de um dia para o
outro, a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm,
por 15 minutos e o sobrenadante contendo as proteinas totais solubilizadas foi
transferido para outro microtubo para posterior utilizacdo. Para a aplicacdo no
gel, foram utilizados 50 pL do sobrenadante e 40 uL de tamp&o da amostra (62,5
mM de TRIS, pH=6,8; 2% de SDS; 10% de glicerol; 5% de 2-pmercaptoetanol;
0,5% de azul de bromofenol). Esta mistura foi fervida antes de ser aplicada em
gel de poliacrilamida. A corrida foi feita em cuba vertical, com tampéo de
corrida contendo Tris-glicina + SDS pH=8,9, sob voltagem de 150v por 4 horas.
A coloracdo foi feita com Coumassie Brilhant Blue a 0,05% por 12 horas e a
descoloracdo, para a visualizacdo das proteinas, com uma solucdo contendo 5%

de etanol e 10% de acido acético.

3.4.5.2 Obtencao das fragdes zeinas e nédo- zeinas

Para a obtencdo das zeinas e ndo-zeinas, foram pipetados 300 pL do
sobrenadante (proteina total) obtido no item anterior, adicionando-se 700 uL de
etanol. Essa mistura foi homogeneizada em vortex e incubada a 37 °C, por 1
hora. Apoés este periodo, foi feita centrifugacdo dessas amostras a 14.000rpm,
por 15 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a andlise das zeinas e o pellet
foi utilizado para a analise das nédo zeinas.

Para a andlise das zeinas, foram pipetados 200 uL do sobrenadante em
microtubo, no qual adicionaram-se 1.200 uL de acetona, a -20 °C. A mistura foi
incubada em gelo, por 30 minutos. Posteriormente, foi feita uma centrifugacéo a
14.000 rpm, por 15 minutos, descartou-se o sobrenadante e secou-se o pellet
(por inversdo). O pellet foi ressuspendido em 50 uL de tampdo da amostra e
fervido por 5 minutos para a solubilizagdo das proteinas. Aplicou-se o
equivalente a 3 mg do endosperma (33 uL da amostra) em gel de poliacrilamida

com gradiente de 7,5% a 18% e a corrida conforme citado anteriormente.
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Para a andlise das ndo-zeinas o pellet foi ressuspendido em 50 uL de
tampéo da amostra (62,5 mM de TRIS, pH=6,8; 2,0% de SDS; 10% de glicerol;
5% de 2-f mercaptoetanol 5%; 0,5% de azul de bromofenol) e fervido por 5
minutos, para solubilizacdo das proteinas. Foi aplicado o equivalente a 7 mg do
endosperma (25 pL da amostra) em gel gradiente de 7,5% a 18%.

As atividades citadas no item 3.4 foram realizadas no Laboratério de
Biologia Molecular do Ndcleo de Biologia Aplicada da EMBRAPA Milho e
Sorgo, localizado em Sete Lagoas, MG e no Laboratério de Eletroforese, do
Setor de Sementes, do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de

Lavras.
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4 RESULTADOS

4.1.1 Area dos granulos de amido e porcentagem de amido

Os dados sobre a area do granulo de amido e a porcentagem de amido
foram submetidos a andlises de variancia, procurando-se verificar o efeito das
diferentes cultivares (C), dos diferentes estaddios de desenvolvimento (E) e da
interagdo entre cultivares e estadios de desenvolvimento (CxE). Constataram-se
diferencas significativas entre cultivares, estadios de desenvolvimento e da
interagdo CxE (P< 0,01), conforme se observa na Tabela 1. Nestas avaliagGes,
foram obtidos valores baixos para o coeficiente de variacdo (CV=15,66 e 12,66 e

8,26 e 8,13), indicando boa precisdo experimental.

TABELA 1 Resumo da analise de variancia das caracteristicas area do granulo
de amido (um?) e porcentagem de amido do endosperma de milho,
em diferentes estagios de desenvolvimento (10, 20, 30, 40, 50 e 60
DAP), para as quatro cultivares avaliadas. UFLA, LAVRAS, MG,

2006.
Area (um?) % amido

FV GL QM GL QM
Cultivar (C) 3 75,34** 3 2315,59**
Errol 8 3,17 12 12,83
Epoca (E) 5 194,49** 5 8732,06**
C*E 15 5,28** 15 243,60**
Erro2 40 1,94 60 12,37
CV1 (%) 15,66 8,27
CV2 (%) 12,66, 8,13
Média geral 11,37 43,29

** significativo a 1% de probabilidade, pelo Teste F.
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Os resultados médios de todos os estadios de desenvolvimento para a
caracteristica area do granulo de amido, apresentados na Tabela 2, mostraram que
a cultivar Cateto Lys767, de endosperma duro, apresenta a area do granulo de
amido estatisticamente superior a das demais cultivares. As cultivares Opaco-2 e
QPM BR451, por sua vez, apresentaram 0s menores valores de &rea, nao
diferindo estatisticamente entre si. Contudo, é interessante verificar o
comportamento das diferentes cultivares em cada estadio de desenvolvimento.
Com 10 DAP e 60 DAP, a cultivar Cateto Lys767 foi a que apresentou maior area
dos granulos de amido, mas, aos 30, 40 e 50 DAP, os valores obtidos nédo
diferenciaram estatisticamente da cultivar Bolivia-2. Aos 20 DAP, a maior area
do granulo de amido foi observada na cultivar Bolivia-2 e as demais cultivares
tiveram a menor éarea, ndo diferindo estatisticamente entre si. E importante
ressaltar que, nessa cultivar, o aumento da area do granulo de amido foi bem
pronunciado na passagem do estadio de 10 DAP para o de 20 DAP, sendo esse
aumento de aproximadamente 3,29 vezes. Nos estadios de 30 a 50 DAP, foram
formadas duas classes distintas, as cultivares Bolivia-2 e Cateto L,zze7, cOm as
maiores areas dos granulos de amido e as cultivares Opaco-2 e QPM BR451 com
0s menores valores da area. Aos 60 DAP, a cultivar Cateto L,zzs; foi a que
apresentou a maior area do granulo de amido, seguida da cultivar Bolivia-2 e as
cultivares Opaco-2 e QPM BR451 tiveram 0 mesmo comportamento, com menor
area.

De acordo com os resultados obtidos na anélise de varidncia da area do
granulo de amido, foi feita a analise de regressao para cada cultivar. Para todas as
cultivares, adotou-se o modelo linear, uma vez que esse explicou, em todos os

casos, mais de 80% da variagdo (Figura 2).
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TABELA 2 Valores médios da area dos granulos de amido (um?) das cultivares
de milho Bolivia —2, Cateto Lys767, Opaco-2 e QPM BR 451, em
diferentes estagios de desenvolvimento do endosperma (10, 20, 30,
40, 50 e 60 DAP). UFLA, LAVRAS, MG, 2006

Dias ap6s a polinizacdo (DAP)

Cultivares
10 20 30 40 50 60 Média
Bolivia -2 346 b 1139 a 1182 a 1480 a 1417 a 1691 b 1209 b
Cateto L3767 6,76 a 9,30 b 1344 a 1689 a 1644 a 20,77 a 139 a
Opaco-2 434 b 8,67 b 1060 b 10,72 b 1160 b 1353 c¢ 991 c
QPMBr451 381 b 771 b 990 b 1160 b 11,12 b 1314 ¢ 955 ¢

"Médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott (P <0,05).
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FIGURA 2 Modelos de regresséo para a area do granulo de amido (um?) das
cultivares Bolivia-2 (), Cateto L,zz67 (o), Opaco-2 (e)e QPM BR
451 (o), em diferentes estddios de desenvolvimento do
endosperma ( 10, 20, 30, 40, 50 e 60 DAP).UFLA, LAVRAS,
MG, 2006.
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De acordo com esse modelo, 0 aumento da area do granulo de amido ao
longo do desenvolvimento foi maior na cultivar Cateto L,s767 € Bolivia-2. A cada
10 dias ap6s a polinizacdo houve um aumento na area do granulo de amido de
aproximadamente 2,71 umz na cultivar Cateto Lyse; € de 2,24 um2 na cultivar
Bolivia-2. Nas cultivares Opaco-2 e QPM BR 451, 0 aumento da area do granulo
de amido, ao longo do desenvolvimento, foi menor, 1,56 umze 1,67 umz,
respectivamente.

Com relagdo & porcentagem de amido, também avaliou-se o
comportamento das cultivares em cada estadio de desenvolvimento (Tabela 3) e
de cada cultivar ao longo dos estagios de desenvolvimento do grdo de milho
(Figura 3).

Observando-se os dados médios da porcentagem de amido apresentados
na Tabela 3, verifica-se que, aos 10 DAP, as cultivares Cateto Lys76; € QPM BR
451, de endosperma duro, foram as que apresentaram as maiores porcentagens de
amido e as cultivares de endosperma farinaceo, Bolivia-2 e Opaco-2,
apresentaram as menores porcentagens, ndo diferindo estatisticamente entre si.
Do segundo estadio de desenvolvimento (20 DAP) até o ltimo estadio, a cultivar
Bolivia-2 foi a que apresentou maior porcentagem de amido, seguida da cultivar
Cateto L,s767. As cultivares Opaco-2 e QPM BR451 foram as que apresentaram
as menores porcentagem de amido no segundo e terceiro estadios de
desenvolvimento do grdo. Nos estadios finais de desenvolvimento (40, 50 e 60
DAP), a menor porcentagem de amido foi observada na cultivar QPM BR
451.
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TABELA 3 Valores médios da porcentagem de amido das cultivares de milho
Bolivia —2, Cateto L3757, Opaco-2 e QPM BR-451, em diferentes
estagios de desenvolvimento do endosperma ( 10, 20, 30, 40, 50 e
60 DAP). Dados médios obtidos de quatro repeticdes. UFLA,
LAVRAS, MG, 2006.

Dias ap0s a polinizacéo (DAP)
10 20 30 40 50 60 Média
Bolivia -2 695 b 339 a 5813 a 67,81 68,77 a 9224 a 5464 a
Cateto Lagzer 1302 a 2480 b 4848 b 58,61 6259 b 7727 b 4746 b
Opaco-2 835 b 2074 ¢ 3558 ¢ 42,73 52,75 ¢ 73,47 c 3894 ¢
QPM BR-451 11,42 a 21,18 ¢ 3264 c 3396 37,49 d 6503 d 3362 d

Cultivares

o o T o

“Médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott (P<0,05).

Quando foi avaliado o comportamento da porcentagem de amido de cada
cultivar ao longo do desenvolvimento, por meio da analise de regressao, adotou-
se 0 modelo de regressao linear para todas as cultivares avaliadas (Figura 3).

A cultivar Bolivia-2 foi a que apresentou maior porcentagem de amido no
grdo e também um maior aumento da porcentagem de amido ao longo do
desenvolvimento do grdo (Figura 3). Nessa cultivar, a cada 10 dias ap6s a
polinizagdo, houve um aumento de aproximadamente 15,4% na porcentagem de
amido. Ja na cultivar Cateto L,s767, €sse aumento foi de 12,7%. Nas cultivares
Opaco-2 e QPM BR 451, esse aumento foi de, aproximadamente, 12,2 % e de

9,10 %, respectivamente.
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FIGURA 3 Modelos de regressdo para o porcentagem de amido (%) das
cultivares Bolivia-2 (e), Cateto L,s67 (o), Opaco-2 (¢) e QPM BR
451 (e)em diferentes estagios de desenvolvimento do endospermas
(10, 20, 30, 40, 50 e 60 DAP).UFLA, LAVRAS, MG, 2006.

4.1.2 Arranjamento dos granulos de amido e corpos protéicos no

endosperma
As morfologia e época de empacotamento dos granulos de amido das

cultivares de milho avaliadas em microscopia de luz estdo apresentadas na Tabela
4.
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TABELA 4 Morfologia e estadio de empacotamento dos granulos de amido dos
endospermas das cultivares Bolivia-I1, Cateto, Opaco-2 € QPM, nos
diferentes estagios de desenvolvimento dos grdos de milho. UFLA,
LAVRAS, MG, 2006.

Formato do grénulo

Cultivar de amido Empacotamento Organizacéo
Cateto Lys76;  poligonal A partir dos 30 DAP Presente
QPM BR-451 poligonal A partir dos 30 DAP Presente
Opaco-2 arredondados Ausente Ausente
Bolivia-11 irregular A partir dos 20 DAP  Ausente

No endosperma farinaceo, dependendo da cultivar e do estadio de
desenvolvimento do grdo de milho, os granulos de amido podem permanecer
individualizados, com grandes espagos vazios entre si (Opaco-2) ou, ainda, sofrer
um empacotamento (Bolivia-2), no qual esses granulos se encontram aderidos uns
aos outros, ocupando todo o espaco do endosperma.

Nas cultivares de endosperma duro, Cateto Ly, € QPM BR-451, o
empacotamento ocorreu com perfeito encaixe dos granulos de amido, o qual
iniciou-se a partir dos 30 dias apds a polinizacdo (Figura 4E e Figura 4K),
permanecendo assim até o estadio final de desenvolvimento do grao (Figura 4F e
Figura 4L). J& na cultivar Bolivia-l1l, 0 empacotamento também ocorreu e teve
inicio aos 20 DAP, e os granulos de amido encontravam-se arranjados no
endosperma de forma desorganizada (Figura 4B e Figura 4C).

Ao contrario do que foi observado nas demais cultivares, na Opaco-2,
durante todo o desenvolvimento do grdo, observaram-se grandes espacgos vazios
entre os granulos de amido (Figura 4G, H e 1), os quais tinham formato mais

arredondado, e as células que os acumulam, de aspecto mais frouxo.
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FIGURA 4 Microscopia de luz mostrando o arranjamento dos granulos de amido
no endosperma em desenvolvimento.UFLA, LAVRAS, MG, 2006.

Com relacdo aos corpos protéicos no endosperma em desenvolvimento,
observou-se, que aos 10 DAP, em todas as cultivares, ha deposicdo dos mesmos
na aleurona. Contudo, a partir do segundo estadio de desenvolvimento
observaram-se corpos protéicos no endosperma. Na cultivar Cateto Lysze7, €55€S
foram abundantes e organizados (Figura 5). Nas cultivares Bolivia-2 e Opaco-2,

eles ndo foram visualizados de forma organizada, como na cultivar Cateto Ljz77,
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mas, a intensa coloragdo indicou a sua presenca. Ja na cultivar QPM BR-451, os
corpos protéicos sdo organizados como na cultivar Cateto L,szs; mas, sdo

menores e menos abundantes (Figura 5).

FIGURA 5 Microscopia de luz mostrando o arranjamento dos corpos protéicos
no endosperma em desenvolvimento das cultivares de endosperma
duro Cateto (A) e semi-duro QPM BR 451 (B). UFLA, LAVRAS,
MG, 2006.

Sob microscopia eletronica de varredura, o formato dos granulos de
amido das cultivares de endosperma duro, Cateto Ly € QPM BR 451,
apresentou formas poligonais (Figura 6 B e D), enquanto nas cultivares de
endosperma farinaceo, Bolivia-2 e Opaco-2, as formas foram mais arredondadas
(Figura6 Ae6C).
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FIGURA 6 Microscopia eletronica mostrando o formato dos granulos de amido
das cultivares Bolivia-2 (A), CatetolL,s767(B) , Opaco-2 (C) e QPM
BR 451 (D). UFLA, LAVRAS, MG, 2006.

Quando se observa o arranjamento dos granulos de amido em
microscopia eletrénica de varredura, nota-se que o comportamento é semelhante
ao observado nas avaliacfes feitas em microscopia de luz. Na cultivar Bolivia-2,
aos 20 DAP, observa-se uma grande quantidade de granulos de amido, o que
permite 0 empacotamento dos mesmos a partir deste estadgio (Figura 7). Nas
cultivares Cateto L,z7s7 € QPM BR 451, o inicio do empacotamento é observado
aos 30 DAP, permanecendo até o estadio final. Contudo, percebe-se que, na
cultivar QPM BR 451, este empacotamento nédo é tdo perfeito como na cultivar
Cateto Lysz67. A cultivar Opaco-2 ndo apresenta organizacdo dos granulos de
amido no endosperma (Figura 7 ). E ainda importante comentar que as células no
endosperma duro apresentam, desde o inicio do desenvolvimento, parede celular
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com aspecto mais firme, permitindo um perfeito empacotamento dos granulos de

amido ( Figura 8).

AP. Cateto 60 DAP

™ Opaco=2 60 DAP

] LY

QPM 60 DAP

FIGURA 7 Microscopia eletronica de varredura, mostrando o arranjamento dos
grénulos de amido Bolivia-2, Cateto Ljs767, Opaco-2 e QPM BR
451 aos 10, 20, 30 e 60 DAP.UFLA, LAVRAS, MG,2006.
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FIGURA 8 Microscopia eletrébnica mostrando o aspecto das células em
endosperma farinaceo (A e B) e duro (C e D), no inicio (A e C)
e final (B e D) do desenvolvimento do grdo. UFLA, LAVRAS,
MG, 2006.

4.2 Padrdo eletroforético das proteinas do gréo de milho

O padrao eletroforético das proteinas totais, zeinas e ndo-zeinas esta
apresentado na Figura 9 A, 9 B e 9 C. O padrdo de bandas das proteinas totais,
bem como das ndo-zeinas, foi distinto entre as diferentes cultivares (Figura9 A e
9 B). Observa-se também que a quantidade das proteinas totais e ndo variou entre
as cultivares, mas, isso ndo é possivel de ser quantificado em géis de SDS.

Quando se observa o padrdo de bandas das zeinas (Figura 9 C),
verifica-se que as cultivares Bolivia-2 e CatetoLyse7, Que apresentam
endosperma farinaceo e duro, respectivamente, e apresentam baixo qualidade
protéica, possuem as zeinas de 27kDa, 22 kDa, 19 kDa, 16Da, 14kDa e 10kDa, e

essas, como ja comentado anteriormente, apresentam baixo qualidade protéica.
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Contudo, observa-se que as zeinas de 16 e 27 kDa apresenta uma maior sintese

nas cultivares de endosperma duro e semi-duro.
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FIGURA 9 Padréo eletroforético das proteinas totais (A), ndo-zeinas (B) e zeinas
(C) para as cultivares Bolivia-2, Cateto L,z7e7, Opaco-2 e QPM BR
451, em gel de poliacrilamida com SDS. UFLA, LAVRAS, MG, 2006.
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Observando-se o padrdo de bandas obtido nas cultivares Opaco-2 e QPM
BR 451, pode-se inferir que a alta qualidade protéica dessas cultivares esta
relacionada com a paralisacdo na sintese de zeina de 22 kDa e uma diminuicdo
drastica na sintese da zeina de 19 kDa ( Figura 9C). Também existe variacdo nas

quantidades totais de zeinas ( Figura 9 C).

4.3 Densidade, porcentagem de proteina total, triptofano e lisina no gréo de
milho
Cateto PT Cateto Catet

O resumo da anallsNde variancia encontra-se n&TabeIa 5. Nos gréos de
milho maduros, avaliaram-sg a densidade do grédo, as ?rcentagens de proteina,
e e CZema S €N |
lisina e triptofano, além das caracteristicas dlscutldg no item anterior 4.1.
Observaram-se diferencas significativas (P < 0.01) para todas as caracteristicas
avaliadas.

Os valores médios para todas as caracteristicas avaliadas séo
apresentados na Tabela 6. As maiores médias para a densidade dos gréos foram
encontradas para as cultivares Cateto L,zzs7 € QPM BR-45, sendo de 1,32 e 1,19
g/ml, respectivamente, e 0s menores valores para as cultivares de endosperma

farinaceo (Tabela 6).

TABELA 5 Resumo da analise de variancia para as caracteristicas densidade (D),
porcentagem de proteina (PT), contetido de triptofano (TRP) e lisina
(LIS) no gréos de milhos das cultivares avaliadas. UFLA, LAVRAS,

MG, 2006.
= _ GL QM
Densidade PT/TR[/LIS D PT TRP LIS
Cultivar 3 3 0.074** 10.096** 0.178* 2.931**
Erro 16 12
CV(%) 3.78 2.20 4.46 3.90
Média Geral 1.161 9.76 0.621 2.89

** significativo , a 1% de probabilidade, de acordo com teste F.
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TABELA 6 Valores médios para caracteristicas densidade (D), porcentagem de
proteina (PT), contelido de triptofano (TRP) e lisina (LIS) nos gréos
de milhos das cultivares avaliadas. UFLA, LAVRAS, MG, 2006.

Cultivar Densidade PT TRP LIS

Bolivia-2 1,07 ¢ 931c 0,52 ¢ 249 ¢
Cateto L3767 1,32 a 11,75 a 0,38 d 1,91 d
Opaco-2 1,06 ¢ 7,94d 0,85a 3,83a
QPM BR 451 1,19b 10,06 b 0,73b 3,34 b

* Médias, na coluna, seguidas de letras distintas diferem estatisticamente, pelo
teste Scott-Knott (P<0,05)

Com relacdo a porcentagem de proteina no grdo de milho, as cultivares
gue apresentam endosperma duro, Cateto L,z7s7 € QPM BR 451, e com baixo e
alto valor protéico, respectivamente, foram as que apresentaram as maiores
quantidade de proteina no grédo. E importante comentar que a cultivar Opaco-2,
que apresenta alto valor protéico, foi a cultivar com menor porcentagem de
proteina total (Tabela 6) . Contudo, quando se analisa o contetdo de lisina e
triptofano, para essa cultivar foram observados os maiores valores; ja para a
cultivar Cateto L7657, foram verificados os menores valores.

Na Tabela 7 sdo apresentados os valores da correlacdo genética e
fenotipica entre a densidade do grdo de milho e as caracteristicas tamanho e
porcentagem de amido, teor de proteina, lisina e triptofano. Observa-se uma
correlacdo alta e positiva entre a densidade do grdo de milho com o teor de
proteina total (rg=o, 9545) e também com o tamanho do granulo de amido
(rs=0,7031). As demais caracteristicas correlacionadas com a densidade
apresentaram valores menores e negativos (Tabela 7). Observou-se também um
padrdo semelhante de resultado para a correlacdo fenotipica, indicando que essas

caracteristicas sdo pouco influenciadas pelo ambiente.
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TABELA 7 Valores da correlacdo genética e fenotipica entre a densidade dos
grdos de milho com as caracteristicas porcentagem de proteina (PT),
contetdo de triptofano (TRP) e lisina (LIS), no grdos de milhos da
cultivares avaliadas. UFLA, LAVRAS, MG, 2006.

Caracteristica correlacionada re rs

com a densidade do grao

Teor de proteina total 0,9385 0.9545
Teor de lisina -0,6028 -0.616
Teor triptofano -0,6058 -0.619
Porcentagem de amido -0,3661 -0.378
Area do granulo de amido 0,6835 0.7031
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5 DISCUSSAO

O grao de milho, conforme comentado, é composto, basicamente, de
proteina e amido, portanto, a quantidade e o arranjamento desses componentes
no endosperma, assim como a espessura da parede celular, da camada de
proteinas entre os granulos de amido, a presenca de espacos intercelulares e o
grau de compactacdo desses componentes estdo associados com a dureza do
grdo de milho (Abdelraman & Hoseney, 1984; Dombrink-Kurtzman & Bietz,
1993; Hoseney, 1987; Kriz, 1987; Simmonds et al., 1973). No presente
trabalho, as cultivares de endosperma duro e semi-duro, Cateto Lyszs7 € QPM
BR451, foram as que apresentaram os maiores valores de densidade. Essas
cultivares apresentaram também um melhor empacotamento dos granulos de
amido, parede celular com aspecto mais firme e os granulos de amido com
formato poligonal.

Esse comportamento é semelhante ao observado em diversos trabalhos,
nos quais endospermas de grdos de milho normais duros apresentam alto grau de
compactacdo dos granulos de amido e corpos protéicos e auséncia de espacos
intergranulares, o que poderia explicar uma maior densidade encontrada nesses
materiais (Gibbon & Larkins, 2005; Robutti et al.,1974; Wall & Bietz, 1987).

Considerando-se as informagcbes acima, neste trabalho, procurou-se
associar caracteristicas dos granulos de amido e corpos proteicos com o grau de
empacotamento destes componentes no endosperma e com a dureza do grao de
milho. Acreditava-se que o endosperma de grdos de milho duro e semi-duro
apresentasse maior quantidade e menor tamanho dos granulos de amido, o que
permitiria um melhor empacotamento e maior resisténcia fisica do grdo. Na
literatura ha relatos de que os granulos de amido de milho e sorgo, com

endosperma farinaceo, sdo maiores que os de endosperma vitreo, e 0s corpos
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proteicos sdo menores e raros (Cagampang et al., 1985; Kriz,1987). Contudo, no
presente trabalho, o padrdo esperado ndo foi obtido, pois, a cultivar de
endosperma duro, Cateto L 237/67, foi a que apresentou maior area, seguida da
cultivar de endosperma farinaceo Bolivia-2. Essas duas cultivares foram as que
apresentaram também as maiores porcentagens de amido. E valido ressaltar que
a alta porcentagem de amido e o tamanho dos granulos de amido na cultivar
Bolivia-2 permitiram um certo grau de empacotamento destes componentes no
grao de milho. Contudo, é importante ressaltar que este empacotamento nao foi
perfeito, como o observado nas cultivares de endosperma duro e semi-duro,
devido, provavelmente, ao formato dos granulos de amido, a presenca de raros e
pequenos corpos protéicos e a parede celular irregular que promoveram espagos
entre os componentes do endosperma desta cultivar e, conseqlientemente, um
empacotamento mais frouxo e menor densidade do gréo.

As cultivares de endosperma farinaceo Opaco-2 e a de endosperma
semi-duro QPM BR 451, que apresentam alto valor protéico, apresentaram as
menores porcentagem de amido e de tamanho granulo de amido. Contudo, na
cultivar QPM BR 451, houve um empacotamento dos grénulos de amido e
observou-se a presenca de corpos protéicos. Embora, nessa cultivar, tenham sido
observados granulos de amido e corpos protéicos, com menor tamanho e
quantidade, estes estdo bem arranjados no endosperma, preenchendo todos os
espacos entre os granulos de amido, contribuindo, assim, para maior densidade
e dureza do grdo de milho. Além disso, observou-se que as cultivares de
endosperma duro e semi-duro apresentaram maior sintese das zeinas de 16 kDa
e de 27 kDa (Figura 9), o que, provavelmente, proporciona um maior nimero e
didmetro dos corpos protéicos nessas cultivares, permitindo um melhor
empacotamento dos componentes do endosperma e conseqiientemente, uma

maior dureza do mesmo (Dannenheffer et al., 1995; Wallace et al., 1990).
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Gibbon et al. ( 2003) relatam que a supressdo da textura farinacea
observada nos genétipo QPM esta associada ao arranjamento dos componentes
do endosperma, bem como a composicdo quimica dos mesmos. Por outro lado,
na cultivar Opaco-2, que também apresenta os menores valores de tamanho e
porcentagem de amido, ndo se observa o empacotamento dos granulos de amido
no endosperma, 0 que contribui para sua menor densidade.

E importante ressaltar que este comportamento do tamanho dos
granulos de amido é diferente dos relatos encontrados na literatura, nos quais
comenta-se 0 maior didmetro e o formato desses ndo permitem um arranjamento
organizado no endosperma, contribuindo, assim, para sua menor resisténcia
fisica (Cagampang et al.,, 1985; Kriz,1987). Além disso, a auséncia de
empacotamento dos granulos de amido na cultivar Opaco-2 pode ser atribuida a
menor quantidade e tamanho do amido, bem como ao formato arrendodado do
amido e a presenca de espacos intergranulares, ndo sendo observado corpos
protéicos abundantes e integros como nas cultivares de endosperma duro e
semi-duro.

Observou-se também que as cultivares de endosperma farinaceo
apresentam baixa sintese de gama zeina, o que, provavelemnte, contribui para
uma menor dureza do grdo. Contudo, quando se observam as cultivares que
apresentam alto valor protéico, Opaco-2 e QPM BR 451, constatam-se menor
sintese da zeina de 19 kDa e paralizacdo da zeina de 22 kDa, demonstrando a
influéncia destas na textura do gréo.

A associacdo da dureza do grdo com o teor de proteina total foi alta,
isso, provavelmente, porque a maior parte da proteina total, cerca de 70%, é de
zeinas e estas, como ja comentado, tém grande importancia para a estrutura
fisica do grio (Dombrink-kurtzman & Bietz, 1993). E importante ressaltar que o
aumento no valor protéico do grdo de milho diminui a dureza do mesmo, por

alterar a sintese das zeinas (Tabela 6 e Figura 10). Além disso, a reducdo na
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sintese da gama-zeina e alfa-zeina parece influenciar a estrutura e ou tamanho
dos corpos protéicos, pois, nas cultivares de endosperma farindceo, que
apresentam baixa sintese de gama-zeinas, ndo foi observado corpos protéicos de
forma organizada. Na cultivar QPM BR 451, que apresenta baixa sintese de alfa-
zeinas, 0s corpos protéicos sdo bem organizados e pequenos e aparecem
preenchendo todos o0s espacos entre os granulos de amido. Este fato mostra a
importancia dessas classes de zeinas para a organizagdo dos corpos protéicos e
para a estrutura fisica do gréo de milho (Paiva et al., 1991).

E importante ressaltar que, além das caracteristicas avaliadas no granulo
de amido, informagdes sobre a composicao quimica e estrutura dos componentes
do endosperma, tais como porcentagem de amilose e de amilopectina,
organizacdo estrutural dessas moléculas e dos corpos proteicos, seriam
informacdes importantes para um melhor esclarecimento dos fatores associados

a dureza do gréo de milho.
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6 CONCLUSOES

A porcentagem de amido e o tamanho dos granulos de amido néo
interferem no perfeito empacotamento dos granulos de amido no gréo de milho.

A quantidade de corpos protéicos, independente de seu tamanho,
permite o perfeito arranjamento dos granulos de amido no endosperma de
milho.

A alta sintese das zeinas de 16 e 27kDa interfere na dureza do grédo de
milho.

A reducdo da zeina de 19 kDa e a paralizacdo da zeina de 22kDa esta

associada com o maior valor protéico do gréo de milho.
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