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Introducgéo
No Brasil, 0 milho é uma das culturas mais importantes, com uma area de 15 milhdes
de hectares e uma producdo total de 35 mil toneladas/ano. Apesar dos programas de
melhoramento estarem mais direcionados ao aumento da produtividade de gréos,
existe atualmente um interesse muito grande em melhorias nas qualidades fisicas e
nutricionais, refletindo no desenvolvimento de grdos mais duros/vitreos e de melhor
qualidade protéica (Guimardes et al., 1995). Mutantes que apresentam endosperma
opaco e farinaceo tém sido caracterizados, estando freqlientemente associados com
elevada qualidade nutricional e baixos niveis de zeinas. No entanto, milhos indigenas,
provenientes de diversas regifes do Brasil e da América do Sul, foram caracterizados
e demonstraram que, apesar de possuirem endosperma opaco, apresentavam uma
qualidade nutricional reduzida e niveis de zeinas semelhantes aos milhos normais
(Guimarées et al., 1995).
A eletroforese bidimensional é uma ferramenta poderosa no estudo e caracterizacdo
de proteinas, pois numa primeira dimensao as proteinas sdo separadas em funcdo do
ponto isoelétrico e em seguida da massa molecular. O proteoma resultante mostra-se
extremamente eficiente na elucidacéo de proteinas ligadas a estudos de estresse e
resisténcia a doencas. Assim, 0 objetivo principal deste trabalho foi a utilizacéo de
eletroforese bidimensional na determinacéo de diferencas nas zeinas em gen6tipos de
milhos contrastantes quanto as caracteristicas fisicas do endosperma.

Material e Métodos

Foram utilizadas dez popula¢es de milhos indigenas provenientes de diversas regides
do Brasil e da América do Sul, obtidas do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa
Milho e Sorgo, identificados como Bol-I, Bol-Il, MT-1, MT-11, MT-I11, MT-10, Nodzob
Udza, PR-I, Poza Rica e Preto Chileno. Como controles, foram utilizados o0s genétipos BRS
3150 (normal) e BR 473 (QPM).

Para resolucdo em SDS-PAGE, as zeinas foram extraidas pela adi¢do de 500 uL de
tampdo de extracdo [borato de s6dio 12,5 mM pH 10, 1% (p/v) de SDS e 2% (v/v) de 8
-mercaptoetanol] & 25 mg de endosperma moido. As amostras foram submetidas a agitacao
vigorosa por uma noite e, apos a centrifugacao a 16.000 g por 15 min, foi retirada uma
aliquota de 200 pL do sobrenadante. Adicionou-se entdo 800 uL de etanol absoluto,
incubando a 37 °C por uma hora. As amostras foram centrifugadas a 16.000 g por 15 min,



removendo-se 200 uL do sobrenadante e adicionados a este 800 uL de acetona a —20 °C. As
amostras foram incubadas no gelo por 30 min e centrifugadas a 16.000 g por 15 min. O
precipitado foi ressuspendido em 50 uL de tampdo de amostra. Os géis de SDS-PAGE foram
preparados de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970), utilizando-se géis de
poliacrilamida 12,5 %, com aplicacdo de 5 uL da amostra. Como marcador de massa
molecular foi utilizado SDS-6 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). A eletroforese foi realizada
a voltagem constante de 100 V por 2 h e os géis foram corados com Coomasie Blue R-250
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).

A extracdo de zeinas para a analise por focalizacdo isoelétrica foi realizada pela
adicdo de 500 uL de isopropanol 55% (v/v) contendo 1% (v/v) de B-mercaptoetanol a 100
mg de graos finamente moidos, agitando-se vigorosamente por uma noite. A mistura foi
centrifugada a 8.000 g por 15 min e o sobrenadante removido para novo microtubo. Para
utilizacdo no gel de focalizacdo isoelétrica, foram aplicados diretamente 3 uL da amostra,
correspondendo a aproximadamente 30 pg de zeinas. A focalizacdo isoelétrica foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Wilson (1984), empregando-se isogel de agarose
1%, 5 M de uréia, 2 mM de DTT, 1,6 % e 0,4 % de anfélitos, respectivamente, de pH 5-8 e
3,5-9,5. O gel foi submetido a pré-focalizacdo por 20 min sob uma voltagem constante de
200 V. A focalizagdo isoelétrica foi realizada a uma poténcia constante de 2 W durante
aproximadamente 90 min, até a estabilizacdo da corrente elétrica. O gel foi fixado e corado
de acordo como descrito por Wilson (1984). O gel oriundo da focalizacdo isoelétrica dos
genotipos Bol-11, Poza Rica, BRS 3150 (normal) e BR 473 (QPM) foi submetido a
eletroforese em SDS-PAGE a 12,5 % (Laemmli, 1970), sob voltagem constante de 100 V
por 2h. O gel bidimensional foi corado utilizando-se o "kit Bio-Rad Silver Stain" (BioRad,
Hercules, EUA).

Resultados e Discussdo

O padréo de zeinas foi inicialmente avaliado em SDS-PAGE (Figura 1), onde o milho
QPM apresentou a alfa-zeina de 22 KDa drasticamente reduzida, enquanto que a gama-zeina
de 27 KDa foi aumentada. O gene opaco-2 € um ativador transcricional que controla
principalmente a expressdo dos genes codificadores da alfa-zeina de 22 KDa, como no
gendtipo QPM este gene é mutado e inativo, as alfa-zeinas de 22 KDa sdo drasticamente
reduzidas, o que seria 0 padrdo esperado. Nos gendtipos indigenas de endosperma farinaceo,
0 padrdo protéico assemelhou-se muito ao milho normal, entretanto, apresentaram variacoes
no teor da gama-zeina de 27 KDa. Estes resultados estdo em concordancia com os obtidos
por Guimardes et al. (1995). Ao contrario dos mutantes de endosperma opaco, até entéo
caracterizados, os genotipos indigenas de endosperma farindceo apresentam niveis normais
de zeinas e baixa qualidade nutricional (Tabela 1). Dessa forma, tais genétipos de milho
podem ser considerados como uma nova classe de mutantes, que seréo caracterizados, no
presente trabalho, em termos de perfil protéico das zeinas em gel bidimensional.

No gel de focalizacdo isoelétrica foi possivel distinguir aproximadamente 16
isoformas de zeinas, sendo identificada uma isoforma de zeina mais catidnica, de ponto
isoelétrico (pl) aproximadamente 8, presente em nove dos dez gendtipos indigenas e ausente
no gendtipo normal (Figura 2). Em fungdo da grande variedade de nomenclatura das zeinas
descrita na literatura em relacdo ao ponto isoelétrico, houve dificuldade na identificacdo da
isoforma catiénica, sendo necesséaria a utilizacao adicional do SDS-PAGE, cuja nomenclatura
é melhor definida.

Para tal, foram associadas as técnicas de focalizacdo isoelétrica e de SDS-PAGE em
géis bidimensionais para a melhor caracterizacdo dos polipeptideos utilizando-se o0s genétipos



normal (BRS 3150), QPM (BR 473) e dois mutantes indigenas, um deles apresentando a
isoforma de alto pl (Bol-11) e o Unico gendtipo indigena (Poza Rica) cuja isoforma néo foi
encontrada. Na analise dos géis bidimensionais dos quatro materiais (Figura 3), torna-se
bastante evidente a reducdo do nivel da alfa-zeina de 22 KDa e 0 aumento da gama-zeina de
27 KDa no milho QPM em relagdo aos demais gendtipos. Foram observadas zeinas de
mesmo ponto isoelétrico que apresentavam diferentes massas moleculares, assim como,
zeinas de diferentes pls apresentando a mesma massa molecular.

A isoforma catidnica, presente apenas no genétipo indigena Bol-11, ndo foi
identificada como uma proteina diferente dos demais gendtipos, uma vez que ao ser separada
em gel de SDS-PAGE, apresentou polipeptideo(s) com a mesma massa molecular das demais
zeinas, diferindo no entanto quanto ao balanco de cargas. Tal diferenca pode estar associada
a constituicdo aminoacidica ou a modificacbes pos-traducionais da(s) proteina(s). Por outro
lado, o gendtipo Bol-11 apresentou um polipeptideo de 14 KDa, identificado como
beta-zeina, de ponto isoelétrico diferente daquele encontrado nos outros genotipos.
Observa-se ainda que uma gama-zeina de 27 KDa presente nos milhos indigenas, teve sua
expressdo reduzida no gendtipo QPM, estando ausente no milho normal. O ponto isoelétrico
desse polipeptideo encontrou-se em uma faixa diferente daqueles correspondentes a maior
fracdo da gama-zeina.
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Figura 1. Analise de zeinas por eletroforese em SDS-PAGE a 12,5% dos gendtipos: 1) BRS
3150, 2) BR 473, 3) Bol-1, 4) Bol-II, 5) MT-I, 6) MT-I1, 7) MT-11l, 8) MT-10,
9) Nodzob Udza, 10) PR-1, 11) Preto Chileno e 12) Poza Rica, sendo MM o
marcador molecular.



Tabela 1. Nivel de zeinas, qualidade nutricional e fen6tipo do endosperma em gendtipos de

milho.
Genotipo Nivel de zeinas = (Qualidade Nutricional | Fenédtipo do endosperma
Mormal Alto Batza Witreo
Opaco-2 Baixo Alta Cpaco
QFPLI Baixo Alta Vitreo
Butante Indigena Alto Baixa Opaco
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Figura 2. Gel de focalizagdo isoelétrica de zeinas dos genétipos: 1) Bol-1, 2) Bol-11, 3)
MT-1, 4) MT-I1, 5) MT-IIl, 6) MT-10, 7) Nodzob Udza, 8) PR-I, 9) Preto
Chileno, 10) Poza Rica e 11) BRS 1345 (normal), sendo M o marcador de pl. O
retangulo em destaque mostra a isoforma cationica de pl aproximadamente 8,0.
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Figura 3. Eletroforese bidimensional de zeinas dos gendtipos de milho normal (BRS 3150),
QPM (BR 473) e indigenas (Bol-1l e Poza Rica). O circulo em destaque mostra a
gama-zeina de 27 KDa e o retangulo a beta-zeina de 14 KDa.

XXIV Congresso Nacional de Milho e Sorgo - 01 a 05 de setembro de 2002 - Floriandpolis - SC




