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EXTRATO

GUIMARAES, Claudia Teixeira, M.S., Universidade Federal de
Vigosa, Julho de 1993. Caracterizagdo de Populagdes
Indigenas de Milho (Zea mays L.) que Apresentam Graos
Opacos. Orientador: Prof. Everaldo Gongalves de Barros.

Conselheiros: Dr. Edilson Paiva e Prof?. Elza Fernandes
Araujo.

A dureza dos grdaos de milho é um importante
parametro correlacionado diretamente com varias
caracteristicas agrondmicas desejaveis e, normalmente, de
maneira inversa a qualidade protéica. Varios mutantes com a
estrutura do endosperma alterada tém sido caracterizados em
milho, o que, além de ajudar a desvendar os mecanismos
envolvidos na determinagdo da estrutura do endosperma,
torna a sintese das zeinas um modelo interessante para o
estudo da expressdo génica em organismos superiores.

Neste trabalho foram caracterizadas onze populagdes
indigenas de milho, pela andlise da densidade dos grédos,
qualidade protéica, porcentagem de zeinas e ndo-zeinas,

pelas frag¢des componentes das zeinas e ndo-zeinas e pelo
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teor de acgucares soliveis no endosperma. Dos resultados
obtidos, concluiu-se que essas populagdes indigenas néo
estdo 1incluidas em nenhuma classe de mutantes até entao
descritos, podendo ser classificadas como novos mutantes
para a textura do endosperma, apresentando, portanto,
grande potencial para estudos futuros acerca dos mecanismos

que afetam a estrutura do endosperma em milho.



1. INTRODUGAO

O milho é uma das culturas mais importantes do
mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento, onde as
fontes alimentares sdo deficientes em quantidade e
qualidade. E consumido basicamente como fonte energética,
apesar de possuir teores protéicos relativamente altos, em
torno de 10% da matéria seca. Entre 1985 e 1987, o milho
forneceu aproximadamente 43 milhdes de toneladas de
proteina, comparaveis a 38 milhdes fornecidas pela soja,
cujo conteudo de proteina é de 38% da matéria seca
(BJARNASON e VASAL, 1992). A proteina do milho, no entanto,
€ nutricionalmente inadequada a seres humanos e animais
monogastricos, devido a sua deficiéncia em alguns
aminoacidos essenciais (NELSON, 1969). Existe, portanto,
grande interesse em que o milho, além de fonte energética,
se torne fonte protéica de alta qualidade.

A caracterizagao do mutante opaco-2 por MERTZ et

alii (1964) despertou grande interesse por parte dos



melhoristas de milho, em virtude do seu alto conteiddo de
lisina e triptofano. Infelizmente, esse alto valor
nutricional esta associado a uma série de caracteristicas
agrondomicas indesejaveis (ORTEGA e BATES, 1983), impedindo
sua ampla utilizag¢ao comercial.

Através de um longo processo de retrocruzamento e
selegdo recorrente, melhoristas do Centro Internacional de
Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT) combinaram os genes
opaco-2 com modificadores genéticos, gque suprimiram o
fenétipo opaco dos graos, mantendo a alta qualidade
nutricional das proteinas (VASAL et alii, 1980). Esses
gendtipos opaco-2 modificados foram denominados QPM
("Quality Protein Maize").

O teor de zeinas afeta diretamente a produtividade
do milho, sendo, portanto, desejavel manter altos niveis
dessas proteinas no endosperma. Por outro lado, por serem
deficientes em lisina e triptofano, altos teores de =zeinas
reduzem a qualidade nutricional do grao (TSAI, 1983).

Um meio de contornar tal problema seria a utilizagdo
de técnicas de DNA recombinante, para alterar os genes que
codificam as zeinas com os codons daqueles aminoacidos
essenciais. Para o eventual sucesso dessa metodologia, é
necessario um conhecimento mais completo da estrutura e
regulagdo dos genes que codificam as zeinas (PEDERSEN et
alii, 1982). Além desse lado aplicado, a sintese das
zeinas oferece um sistema atraente para o estudo da
regulagdo génica em organismos superiores (TSAI, 1983).

O objetivo principal do presente trabalho foi a

caracterizagdo, em nivel molecular, de populagdes indigenas



que apresentam fenotipo opaco e baixa qualidade protéica.
Esses genotipos possuem um grande potencial para serem
utilizados como fonte adicional de variabilidade no estudo
do complexo sistema genético que determina as alteragdes na

estrutura e na qualidade protéica do endosperma de milho.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As Proteinas do Endosperma do Milho

O graoc de milho é uma cariopse gque consiste de
embrido, endosperma, pericarpo e pedicelo (WOLF et alii,
1952). O endosperma & um tecido tripléide especializado no
acumulo de amido e proteinas, como fontes de reserva
utilizadas durante a germinagdo do embrido, participando
com 80 a B85% da matéria seca do grao maduro e com
aproximadamente 70% das proteinas totais do grao (TSAI,
1983).

As proteinas do grdo de milho podem ser separadas
seqiiencialmente, de acordo com a sua solubilidade, em
quatro fragdes: albuminas, globulinas, prolaminas e
glutelinas (OSBORNE e MENDEL, 1914). As albuminas séo
soluveis em agua e as globulinas sdo extraidas em solugdes
salinas diluidas. Varias dessas albuminas e globulinas

sdo enzimas e sdo sintetizadas no inicio do desenvolvimento



do grdao (MISRA et alii, 1975; TSAI, 1979), contribuindo
com 6% das proteinas totais. As proteinas extraidas
subseqgiientemente, com solugdes alcodlicas, sdo as
prolaminas e perfazem aproximadamente 60% das proteinas
totais do endosperma em genétipos normais (WILSON, 1985).

Essa fragdo protéica ndo possui atividade enzimatica, sendo

apenas fonte de aminoacidos, nitrogénio e esqueletos
carbonicos para o desenvolvimento da plantula. A
solubilidade das prolaminas €& consequéncia de sua

composigdo aminoacidica, rica em aminodacidos apolares e
polares ndo-carregados como glutamina, leucina, alanina e
prolina (ESEN et alii, 1983). As demais proteinas que
permanecem insoliveis apdés a extragdao das albuminas,
globulinas e prolaminas sdo as glutelinas. Essas podem ser
extraidas com solugdes acidas ou alcalinas diluidas, sendo
uma fragdo heterogénea e dificil de ser definida (WOLF et
alii, 1969), contribuindo com 30 a 40% das proteinas totais
do grao (MURPHY e DALBY, 1971).

Alternativamente, as proteinas presentes no

endosperma do milho podem ser divididas em duas fragdes

distintas: as zelnas, proteinas do grupo das prolaminas,
caracterizadas pelo seu teor reduzido de lisina e
triptofano (DOLL, 1984), e as ndo-zeinas, que englobam as

albuminas, glocbulinas e glutelinas, possuem atividade
enzimitica e sdo, nutricionalmente, mais balanceadas que as

zeinas (WALLACE et alii, 1990).



2.2. As Zeinas

O principal grupo de proteinas do endosperma de
cereais é o das prolaminas, termo originalmente utilizado
por Osborne, em 1908 (ESEN, 1987), devido ao seu alto
conteudo de prolina e glutamina. As prolaminas sdo mais
freqiientemente citadas como um nome comum derivado do
género do cereal correspondente (TSAI, 1983), que, no caso
do milho, sdo as zeinas.

A extragdo e a purificacdo das zeinas tém sido alvo
de varios estudos, desde a sua descoberta por Gorham, em
1822 (ESEN, 1986). A extragao quantitativa das =zeinas &
afetada pelo conteudo de lipidios no endosperma,
temperatura, tipo de solvente utilizado e interagdes entre
proteinas (TSAI, 1983). Varios procedimentos de extracdo
tém sido publicados, todos baseados na solubilizacao das
zeinas em solventes organicos. Tais procedimentos sofrem
duas 1limitagdes: a extracdo dos varios tipos de zeinas em
um unico solvente & incompleta, sendo recuperadas varias
fragdes e, dependendo da presenga ou auséncia de agentes
redutores, varias proteinas podem ou nao vir a ser
extraidas pelo mesmo solvente (LOPES, 1989; 1993). Isto
torna dificil a comparacdo dos padrdes protéicos obtidos
pelos diferentes métodos de fracionamento, o que resulta
num confuso sistema de nomenclatura para as zeinas (WALLACE
et alii, 1990; PAIVA et alii, 1991; WILSON, 1991).

Com base no padrao eletroforético das zeinas em géis
de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de sodio (SDS-

PAGE) , elas podem ser divididas em quatro grupos



estruturalmente distintos: alfa-zeinas de 19 e 22 kD,
gama-zeinas de 16 e 27 kD, beta-zeina de 14 kD, e delta-
zeina de 10 kD (ESEN, 1986; LARKINS et alii, 1989).
Analises eletroforéticas dessa fragdo protéica ja séo
utilizadas em rotina na selegéo em programas de
melhoramento de milho visando a obtengao de variedades de
alto valor nutritivo (PAIVA et alii, 1992).

Cada uma das bandas protéicas, obtidas por SDS-PAGE,
pode ser separada por focalizagao isoelétrica (1EF),
gerando varios componentes diferentemente carregados (SOAVE
et alii, 1975; RIGHETTI et alii, 1977; HASTINGS, 1984;
WILSON, 1985). Em muitos casos, nao se sabe se cada um dos
componentes da IEF representa o produto de um gene
estrutural. Desde que as zeinas consistem de um grupo de
proteinas hibrofébicas com alto conteiddo de glutamina,
fatores como agregagao, pontes dissulfidicas, desamidacgao e
modificagdes poés-traducionais podem contribuir para essa
heterogeneidade de cargas (TSAI, 1983).

As alfa-zeinas, constituidas por grupos de
polipeptideos de 19 e 22 kD, sdo as mais abundantes em
genotipos normais, representando 70 a 80% da zeina total
(ESEN, 1986). Uma caracteristica que distingue as alfa-
zeinas & a presenga, na regido central da proteina, de uma
seqiiéncia de 20 aminoacidos repetida, 8 a 10 vezes, e
separada por um ou mais residuos de glutamina (GERAGHTY et
alii, 1981; PEDERSEN et alii, 1982). Essas repetigdes estao
organizadas em alfa-hélice, fazendo com que a proteina se
dobre numa estrutura em forma de bastdo. Pontes de

hidrogénio entre aminoacidos polares na superficie e



residuos de glutamina na extremidade das repetigdes, assim
como interagodes apolares, devem contribuir para o
empacotamento dessas proteinas dentro dos corpos protéicos
(ARGOS et alii, 1982).

A gama-zeina de 27 kD é a segunda mais abundante
entre as zeinas, representando aproximadamente 20% da zeina
total (ESEN, 1986). E uma proteina com niveis elevados de
aminoacidos sulfurados (WILSON e LARKINS, 1984), cuja
estrutura primaria é caracterizada por cinco regiodes
distintas, distribuidas entre os seus 180 aminoacidos.
Essas regides correspondem a um segmento amino terminal,
com elevada proporgdo de aminoacidos hidrofdébicos, uma
regiao com o©O hexapeptidio "Pro-Pro-Pro-Val-His-Leu",
repetido oito vezes, uma seqgiiéncia alternante Pro-X, entre
os residuos 70 e 91, uma regido rica em cisteina, entre os
residuos 92 e 148, e um segmento na extremidade
carboxilica, altamente concentrado em glutamina (PRAT et
alii, 1985).

Recentemente, um polipeptidio de 12 kD, com uma
composigdo aminoacidica semelhante a da gama-zeina de 27
kD, foi detectado, tendo sido informalmente incluido nessa
fragao (LARKINS et alii, 1991). Ja o polipeptidio de 58 kD,
que reage com anticorpos policlonais especificos para a
gama-zeina de 27 kD, parece ser um dimero dessa proteina
(LOPES e LARKINS, 199l1a). A gama-zeina, apesar de ser
estruturalmente distinta das demais zeinas, possui duas
regides de homologia com a beta-zeina de 14 kD. Essa
regiao corresponde ao quarto dominio, com alta concentragéo

de cisteina da gama-zeina de 27 kD, e contribui para a



reagdo cruzada entre a beta-zeina e o anti-soro contra a
gama-zeina (PRAT et alii, 1985).

As zeinas do tipo beta e delta de, 14 e 10 kD,
respectivamente, representam em torno de 10% das proteinas
presentes nos corpos protéicos e sdo ricas em metionina
(WILSON, 1985). A beta-zeina é composta por 180
aminoacidos, incluindo os 20 residuos do peptidio sinal.
Andlise dessa proteina, através de dicroismo circular,
revelou uma estrutura secundaria predominantemente do tipo
beta (PEDERSEN et alii, 1986). Os residuos de cisteina e
metionina, na beta-zeina, contribuem com 15,6% dos
aminodcidos totais, composigdo aminoacidica esta que se
assemelha & da delta-zeina de 10 kD (GIANAZZA et alii,
1976) . Essa proteina possui 192 aminocacidos, dos gquais 22%
sdo residuos de metionina, sendo incluidos os b

aminodcidos do peptidio sinal (KIRIHARA et alii, 1988).

2.3. Sintese e Deposigdo das Zeinas em Corpos Protéicos

As zeinas s8o coordenadamente sintetizadas no
endosperma, entre 12 e 50 dias ap6s a polinizagdo, com a
taxa maxima ocorrendo entre 15 e 25 dias, em gendtipos
normais (SOAVE et alii, 1975), apresentando, portanto, uma
expressdo tecido-especifica e controlada ao longo do
estddio de desenvolvimento do tecido.

As moléculas de mRNA que codificam as =zeinas sao
traduzidas por polirribosomas ligados a4 membrana do

reticulo endoplasmatico granular (REG). Na medida em que
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sdo sintetizadas, as moléculas de zeina sdo transportadas
simultaneamente para o lumen do REG, onde se agrupam de
maneira organizada, em estruturas conhecidas como corpos
protéicos (LENDING e LARKINS, 1989). O transporte das
zeinas para o interior do REG é direcionado por seqiiéncias
de 20 a 21 aminoacidos, localizadas na extremidade amino da
proteina, denominadas peptidios sinais, que sdo clivados
por peptidases durante o transporte (GERAGHTY et alii,
1981; MARKS e LARKINS, 1982).

As diferentes classes de zeinas sao depositadas em
regides especificas dos corpos protéicos maduros. A
formagdao desses depdsitos inicia-se com a deposigdo de beta
e gama-zeina. Posteriormente, moléculas de alfa-zeina se
acumulam e se agregam no interior dos depositos, formando a
regiao central (LENDING e LARKINS, 1989), ficando a beta e
a gama-zeina distribuidas na periferia dos corpos protéicos
(LENDING et alii, 1988). Recentemente, a delta-zeina tem
sido encontrada na regido central dos corpos protéicos,
junto com a alfa-zeina (ESEN e STETLER, 1992).

A elevada sintese de alfa-zeina em gendétipos normais
causa um aumento no diadmetro dos corpos protéicos, que
atingem de 1 a 2 micrometros (LENDING e LARKINS, 1989). Ja
o diametro desses depdésitos no endosperma QPM e opaco-2 €
bastante reduzido, tendo em vista o seu menor conteuado de
alfa-zeinas. O pequeno tamanho dos corpos protéicos no
endosperma opaco-2 parece resultar em bolsas de ar em
torno dos graos de amido, causando a opacidade do
endosperma (ROBUTTI et alii, 1974). O endosperma do milho

QPM possui uma alta concentragdo da fragdo gama-zeina,
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apresentando uma maior quantidade de corpos protéicos, que
se distribuem ao longo de todo o endosperma, ao contrario
do milho normal e opaco-2, onde os corpos protéicos sao
menos numerosos e estdo mais concentrados no citoplasma das
primeiras quatro ou cinco camadas de células abaixo da
camada de aleurona. Talvez o denso empacotamento dos corpos
protéicos em torno dos grdos de amido nos milhos QPM torne
0 endosperma mais vitreo (GEETHA et alii, 1991).

A assoclagdo das zeinas nos corpos protéicos resulta
primariamente de interagdes entre as préprias proteinas. A
agregacao das alfa-zeinas pode ocorrer na auséncia de Dbeta
e gama-zeinas; entretanto, os corpos protéicos formados sao
menos densos que aqueles que apresentam uma mistura normal
das zeinas (LARKINS et alii, 1991).

A habilidade da gama-zeina em formar oligbmeros e a
necessidade de condigodes extremas de redugao e
desnaturagdo para a sua extragdo quantitativa indicam a
existéncia de uma grande quantidade de 1ligagdes cruzadas
"in wvivo", promovidas por pontes dissulfidicas entre
residuos de cisteina (LOPES e LARKINS, 1991b). Estas
evidéncias, associadas a sua localizagcdo periférica nos
corpos protéicos e as diferengas no diametro e na
distribuigcdo dos corpos protéicos no endosperma, indicam
que a gama-zeina deve exercer um importante papel na
estrutura do endosperma (LOPES e LARKINS, 1991b). WANG e
ESEN (1986) sugeriram a participagdo da gama-zeina como
esqueleto ou revestimento da superficie interna da membrana
dos corpos protéicos, onde formaria uma rede unida por

ligagdes dissulfidicas entre moléculas de gama-zeina e
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entre estas e outras proteinas ricas em cisteina,
facilitando o empacotamento molecular dentro dos corpos

protéicos.

2.4 - Organizagdo Genética das Zeinas

Os genes que codificam as zeinas possuem seqiiéncias
regulatorias transcricionais e de poliadenilagcdo tipicas
dos genes eucariotos; entretanto, ndo possuem introns (BURR
et alii, 1978; LARKINS et alii, 1979; PEDERSEN et alii,
1982). Uma caracteristica ndao usual é a presenga de
maltiplos promotores e sitios de iniciagdo da transcrigao,
como € o caso de um gene que codifica a alfa-zeina de 22
kD (LANGRIDGE et alii, 1982), que possul dois promotores
envolvidos na sua transcrigao (LANGRIDGE e FEIX, 1983). As
seqiiéncias codificadoras das zeinas sdo organizadas em
dominios estruturais, que possibilitam as proteinas
sintetizadas assumir estruturas secundarias adequadas para
seu empacotamento compacto nos corpos protéicos (ARGOS et
alii, 1982).

As alfa-zeinas sdo codificadas por uma grande
familia multigénica (PARK et alii, 1980; HAGEN e
RUBENSTEIN, 1981; MARKS et alii, 1985), cujos membros estao
localizados em trés posigdes diferentes no genoma: no brago
longo dos cromosomas 4 e 10 e no brago curto do cromosoma 7
(SOAVE et alii, 1978; VALENTINI et alii, 1979; SOAVE e
SALAMINI, 1984). Sao estimadas entre 75 e 150 coépias dos

genes das zeinas por genoma de milho (HAGEN e RUBENSTEIN,
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1981; MARKS et alii, 1985). Ndo existe comprovagdo se todas
essas sequéncias gendmicas sao funcionais; no entanto,
varios clones gendmicos isolados possuem cdédons de
iniciagdo alterados ou cédons de terminagdo prematura,
podendo ser pseudogenes (SPENA et alii, 1983; MARKS et
alii, 1985).

A complexidade entre os polipeptidios da alfa-zeina,
detectada por IEF, tem sido também demonstrada entre os
genes que codificam essas proteinas. Através da
hibridizag¢ao com clones gendmicos e cDNA, esses genes podem
ser agrupados em subfamilias, de acordo com sua homologia
(WILSON e LARKINS, 1984). A designagdao de subfamilias
enfatiza uma possivel importancia da organizagdo destas no
controle da sintese das zeinas (RUBENSTEIN e GERAGHTY,
1985). Estes dados sugerem uma base genética para a grande
heterogeneidade das =zeinas. Uma vez que as zeinas nao
possuem atividade catalitica, a pressdo seletiva sobre elas
deve ser menor do que a sofrida por enzimas, indicando que
esses genes originaram-se de um unico gene ancestral, por
meio de duplicagdes e subseqgiiente mutagao (TSAI, 1983). No
entanto, a complexidade da populagdo de mRNA &€ menor que
aquela sugerida pela analise das proteinas e do DNA
(PEDERSEN et alii, 1982).

As zeinas dos tipos beta, delta e gama sdo
codificadas por genes presentes em poucas copias no genoma
(WILSON e LARKINS, 1984). Um gene que codifica a beta-zeina
de 14 kD foi mapeado no brago longo do cromosoma 6 e O gene
que codifica a delta-zeina de 10 kD, no brago 1longo do

cromosoma 9 (BENNER et alii, 1989). O gene da gama-zeina de
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27 kD esta localizado na regido centromérica do cromosoma 7
(MURRAY et alii, 1988) e parece estar presente, em algumas
linhagens, como uma duplicagdo em '"tanden" de 12 kb, com
dois genes funcionais designados "A" e "B". Apesar da
elevada homologia, esses genes podem ser diferenciados, uma
vez que o0 gene "A" possui trés sitios para PstIl, enquanto o
gene "B" possui apenas dois (DAS et alii, 1990). Outras
linhagens, como a W64A, Oh43, Mol7 e B73, apresentam um
unico gene recombinante ("Ra"), gerado por uma recombinagao
que levou a excisdo e perda do gene "B" (DAS et alii, 1990;

GEETHA et alii, 1991; LOPES, 1993).

2.5. Mutagdes que Alteram a Estrutura do Endosperma

2.5.1. Mutantes na Sintese de Zeinas

O complexo genético das zeinas oferece uma grande
vantagem em seu estudo: a disponibilidade de um grande
nimero de mutantes para locos regqulatérios com influéncias
distintas e bem definidas nos diferentes polipeptidios que
compdem as zeinas (FEIX e QUAYLE, 1993). As mutacgdes que
alteram a sintese das proteinas de reserva normalmente
provocam alterag¢des drasticas na composigdo quimica e na
estrutura do endosperma (MERTZ et alii, 1964; NELSON et
alii, 1965).

Desde o surgimento do mutante opaco-2, caracterizado

pelo elevado teor de lisina e triptofano, conteiddo reduzido



15

de zeinas e fendétipo opaco dos grdos (MERTZ et alii, 1964),
varios mutantes apresentando tais caracteristicas tém sido

identificados, como: opaco-5, opaco-6, opaco-7, floury-2,

floury-3, B-30 defectivo e mucronato (NELSON et alii, 1965;

MISRA et alii, 1972; DALBY e TSAI, 1975; MA e NELSON, 1975;
SALAMINI et alii, 1983), que sao coletivamente denominados
como genes de alta lisina. Algumas dessas mutagdes alteram
a sintese de certos grupos de polipeptidios mais do que
outros (DI FONZO et alii, 1991); entretanto, em todos esses
mutantes, a quantidade total de =zeinas sintetizada é
substancialmente reduzida (PEDERSEN et alii, 1982). No

opaco-2 e B-30 defectivo, a alfa-zeina de 22 kD e

drasticamente reduzida; no opaco-7, a alfa-zeina de 19 kD é
o principal grupo de polipeptidios afetado; no opaco-6,
mucronato e floury-2, todos os grupos sdo igualmente
afetados (DI FONZO et alii, 1980).

No entanto, dois mutantes farinaceos, o floury-1 e o
opaco-1, apresentam niveis normais de lisina (NELSON et
alii, 1965), indicando que, nesses mutantes, a baixa
densidade nao estava diretamente ligada a alta qualidade
protéica, como até entdo havia sido demonstrado.

Nenhuma dessas mutagdes esta localizada diretamente
em genes gque codificam as zeinas, visto gque afetam a
sintese de mais de uma proteina, sendo, portanto, de

natureza regqulatdéria (DI FONZO et alii, 1980). Os genes

floury-2 e floury-3 sao semidominantes (JONES, 1978; SOAVE

et alii, 1978), enquanto que os genes opaco-2, opaco-6 e

opaco-7 sao recessivos (MOTTO et alii, 1989).
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Dentre os mutantes anteriormente mencionados, o mais
estudado e conhecido, ao nivel molecular, € o opaco-2. O
locus opaco-2 esta situado no brago curto do cromosoma 7
(SOAVE e SALAMINI, 1984) e esta envolvido na transcrigao
diferencial dos genes da zeina (KODRZYCKI et alii, 1989). O
gene funcional codifica uma proteina de 47 kD, que possui
uma regido basica rica em leucina, formando uma estrutura
em DbZIP, que é capaz de se ligar a seqiiéncias de
nucleotideos especificas localizadas na regido promotora
dos genes da alfa-zeina de 22 kD (SCHMIDT et alii, 1992) e
do gene da b-32 (BASS et alii, 1992), fazendo parte de uma
classe de fatores de transcrigao do tipo ziper de leucina e
atuando, portanto, como um transativador transcricional
positivo para os genes das zeinas (SCHMIDT et alii, 1987;
SCHMIDT et alii, 1992; UEDA et alii, 1992). Essa proteina
estda localizada no nicleo de células do endosperma de
milhos normais e possui sinais de localizagdo nuclear (NLS)
(VARAGONA et alii, 1992). A mutagdo no gene opaco-2 inativa
a proteina codificada por ele, causando uma redugdo de 50 a

70% no conteddo das zeinas (PEDERSEN et alii, 1980).

2.5.2. Mutantes na Formagao do Amido

O0s mutantes na formagdo do amido podem ser separados
em dois grupos: os amido-modificados e os amido-

deficientes. Os amido-modificados, como dull, sugary-2 e

waxy, possuem pequeno efeito no acumulo do amido no
endosperma, mas alteram a taxa normal de amilose para

amilopectina e contém niveis de sacarose no endosperma
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superiores aos normais. 0Os mutantes amido-deficientes, a

exemplo do shrunken-1 e 2, brittle-1 e 2 e sugary-1,

apresentam conteddo de amido reduzido e maior acumulo de
sacarose no endosperma (CREECH, 1965). Portanto, uma
caracteristica que diferencia esses mutantes dos demais
genotipos €& o elevado teor de aglcares soluveis no
endosperma.

Essas mutagdes afetam também o acimulo de zeinas
(DALBY e TSAI, 1975). Como o endosperma desses mutantes
possui altas concentragdes de sacarose, €& gerado um
potencial osmético mais negativo a favor da agua, o que
reduz o movimento de solutos (aminoacidos) no grao,
reduzindo a sintese das zeinas (TSAI, 1983). Apesar de
possuirem niveis reduzidos de zeina, o padréao
eletroforético dessas proteinas por SDS-PAGE & semelhante

ao dos normais, e o teor da fragdo nao-zeina nesses

mutantes nao é alterado.

2.6. Proteina b-32

Uma proteina de 32 kD, denominada b-32 (SOAVE et

alii, 1981), faz parte de uma classe de proteinas toxicas

amplamente distribuida em plantas, que inativa
cataliticamente ribosomas eucariotos ("ribosome
inactivating protein") (BASS et alii, 1992). Essas

proteinas sao N-glicosidases, que removem uma adenina
especifica em uma regido do rRNA 28S bastante conservada e

requerida para a ligagdo do fator de elongagao 1l-a; essa
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modificagao irreversivel bloqueia o processo de tradugao
(STIRPE et alii, 1992).

A b-32 &€ uma proteina monomérica de 303 residuos de
aminoacidos, que ndo possui peptidio sinal e apresenta uma
regidao acidica éentral separada por dois dominios em
estrutura secundaria (DI FONZO et alii, 1986).

O controle da expressdo do gene da b-32 é mediado
pelo locus regulatdério OQOpaco-2. A transcrigao de um
promotor da b-32 pode ser especificamente ativada pela
proteina Opaco-2, em ensaios de expressdo transiente (SOAVE
et alii, 1981; DI FONZO et alii, 1988); portanto, o nivel
dessa proteina nos mutantes opaco-2 é bastante reduzido. A
expressao dessa proteina € temporaria e quantitativamente
coordenada com a deposigdo das proteinas de reserva no

endosperma.

2.7. Dureza dos Graos

A dureza dos grdos € um aspecto de fundamental
importancia que 1limita a produgdo de milhos de alta
qualidade nutricional (LOPES, 1989), sendo, também, de
grande importadncia para os produtores e beneficiadores do
grao, uma vez que afeta as varias etapas do seu processo
produtivo. Essa caracteristica esta relacionada com
densidade, ataque de insetos e suscetibilidade a quebra
causada pelos processos de secagem, armazenamento e
classificagao (POMERANZ et alii, 1984).

A vitreosidade e a dureza sdao termos comumente

utilizados para se referir a textura do grdo, embora néao
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designem a mesma propriedade (SHULL, 1988). A vitreosidade
esta mais relacionada com a aparéncia do endosperma,
enquanto a dureza se refere a sua textura ou propriedade
fisica (SHULL, 1988). A dureza pode também ser designada
como resisténcia do grdo a deformagdo imposta por uma forga
externa. Dentre as caracteristicas diretamente relacionadas
com a dureza, a densidade dos grdaos é bastante utilizada
para expressar as propriedades texturais e agronomicas do
milho, pelo fato de a sua determinagao ser facil e precisa.

Apesar de a dureza dos graos ser de fundamental
importancia no processo produtivo do milho, pouco e
conhecido sobre os fatores bioquimicos e estruturais que
afetam essa caracteristica (LOPES, 1989). Os graos de milho
freqiientemente apresentam porgdes vitreas e opacas. Varios
estudos tém descrito diferencas entre esses dois tipos de
endosperma. As células da porgdo opaca sdo tipicamente
maiores e possuem paredes celulares mais espessas que as da
porgao vitrea (WOLF et alii, 1952); os corpos protéicos no
endosperma mais denso sdo maiores e mais numerosos que no
endosperma opaco (WOLF et alii, 1967) e os graos de amido
sdo compactados e poligonais no endosperma vitreo, mas sdo
esféricos e possuem espagos entre eles no endosperma opaco
(ROBUTTI et alii, 1974). As porgdes mais densas do
endosperma contém maior quantidade de zeinas totais e de
alfa-zeina quando comparadas as porgdes menos densas
(DOMBRINK-KURTZMAN e BIETZ, 1993). Essas diferengas sugerem
que a composigdo protéica, sua distribuigdo espacial dentro

do endosperma e sua interagdo com os demais componentes
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moleculares do endosperma devem afetar o desenvolvimento e

a estrutura fisica do grao maduro.

2.8. Os Genotipos opaco-2 Modificados

Os milhos de alta qualidade protéica, normalmente
denominados QPM, sdo gendtipos opaco-2, com alta freqgiiéncia

de genes modificadores, que conferem dureza e fendtipo

normal ao endosperma, mantendo altos niveis de 1lisina e
triptofano (LOPES e LARKINS, 1991b). Em 1984, 23 variedades
de milho QPM, do CIMMYT, foram introduzidas no Brasil por
pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
Sorgo (CNPMS-EMBRAPA), que avaliaram o seu desempenho em
diversas regqgides do Pais (MAGNAVACA et alii, 1988). Em
1988, foi langada a variedade BR451, derivada da populagao
64 Blanco Dentado-2 QPM, apresentando boa adaptacdo a
varios ambientes brasileiros, além de caracteristicas
protéicas e industriais desejaveis (BJARNASON e VASAL,
1992).

Assim como os gendétipos opaco-2, as variedades QPM
apresentam baixas concentragdes das zeinas do tipo alfa e
beta (WALLACE et alii, 1990; PAIVA et alii, 1991), além de
um elevado conteudo da fragao nao-zeina, quando comparados
com os gendtipos normais.

A conversao do endosperma opaco em vitreo foi
associada a um aumento na sintese da gama-zeina de 27 kD
(LOPES, 1989; WALLACE et alii, 1990; PAIVA et alii, 1991).
Além das alteragdes quantitativas, mudancas na distribuigao

espacial de zeinas no endosperma ocorrem pela agao de genes
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modificadores (GEETHA et alii, 1991). Tudo isto, aliado as

caracteristicas fisico-quimicas da gama-zeina, sugere um
envolvimento dessa  proteina na determinagédo das
caracteristicas fisicas do endosperma do milho.
Entretanto, as relagdes entre o aumento do contetdo de
gama-zeina, sua distribuigdo nos corpos protéicos e a
modificagdo das caracteristicas do endosperma ndo estio
ainda bem estabelecidas.

Analise de cruzamento reciproco entre gendtipos QPM
e linhagens opaco-2 demonstraram uma correlagdo direta
entre a vitreosidade do endosperma e o conteiddo de gama-
zeina (LOPES e LARKINS, 1991a). Resultados semelhantes
foram obtidos quando genétipos QPM foram cruzados com
linhagens normal, mutantes floury-2 e duplo mutante f1-2 e
0-2 (LOPES e LARKINS, 1991a).

O aumento na expressao da gama-zeina € dependente da

dose dos genes modificadores, que parecem agir de maneira

semidominante e parecem ser independentes do locus opaco-2
(KODRZYCKI et alii, 1989; LOPES e LARKINS, 199la).

Sabe-se que o aumento da sintese da gama-zeina no
endosperma QPM ndo ocorre em razao de uma amplificagdo
génica (GEETHA et alii, 1991). A maior quantidade de mRNA
de gama-zeina no endosperma QPM, comparada a gendtipos
normais e opaco 2, sugere que os genes modificadores devem
atuar ou em nivel da transcrigdo ou na estabilidade do
mRNA . Dados de DAS et alii (1990) indicam que a
estabilidade do mRNA é o principal fator determinante da
variagdo nas concentragdes do mRNA. Assim, os genes

modificadores parecem representar um novo sistema
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regulatdrio da expressdo génica das zeinas (GEETHA et alii,

1991) .



3. MATERIAL E METODOS

J.1. Material Genético

Foram utilizadas 11 populagdoes de milho indigenas de
diversas regides do Brasil e de outros paises da Améerica do
Sul. A identificagdo desses materiais indica o local de
origem (estado ou o pals), como: AC-81 (Acre), MT-01, MT-
10, MT-24, MT-II, MT-III, Nodzob Udza (Mato Grosso), PR-I
(Parana), BOL-I, BOL-II (Bolivia) e Preto Chileno (Chile).
Como testemunhas foram utilizados: o hibrido duplo
BR-201, as variedades BR-106 e BR-451 (QPM) e os mutantes
opaco-2 UFV o2 e IAC o2-1V.

As sementes dos materiais indigenas e opaco-2 foram
fornecidas, em pequenas quantidades, pelo Banco de
Germoplasma do CNPMS-EMBRAPA e multiplicadas nos campos
experimentais do CNPMS-EMBRAPA, em Sete Lagoas, no verao de
1992, sob condigdes de irrigagao e adubagdo controladas, e

polinizagao no sistema '"full-sib". As sementes dos

23
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materiais normal e QPM foram fornecidas pelo Programa de

Melhoramento de Milho do CNPMS-EMBRAPA.

3.2. Preparo do Endosperma

Para as andlises quantitativas e qualitativas,
aproximadamente 30 grdos de cada gendtipo foram imersos,
separadamente, em agua por 5 minutos, apdés os quais o
pericarpo, o escuteloc e o embrido foram removidos com
auxilio de wum bisturi. A porgdao restante do grao, o
endosperma, foi secada a 65 ©°C por 16 horas e triturada em

moinho tipo ciclone. O pé obtido foi armazenado a -20 °C.

3.3. Determinagdo da Densidade dos Graos

A umidade dos grdos foi padronizada colocando-os em
estufa a 37 ©°C por trés dias. A densidade dos grdos foi
determinada segundo KNIEP e MASON (1989). Uma proveta de 50
ml foi colocada sobre uma balanga eletrdnica, onde
pesaram-se 50 grdos. O volume foi completado com etanol
absoluto (densidade igual a 0,78612 g/ml) até 30 ml e o
peso dos graos em etanol foi registrado. Resultados em
triplicata foram obtidos para cada gendtipo e a densidade
em g/ml foi calculada segundo a equagao:

ml

Densidade (g/ml) =
dos graos

30 - [ (m2 - m1) / 0,78612 ] em que

ml massa dos graos

= massa do etanol + grdos

g
[N
|
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3.4. Determinagdo da Qualidade Protéica do Endosperma

A porcentagem de proteinas do endosperma foi
determinada multiplicando-se o teor de nitrogénio obtido
pelo método micro-Kjeldhal pelo fator 6,25 (Association of
Official Agricultural Chemistry, 1980).

Para se obter o teor de nitrogénio, uma amostra de
200 mg do endosperma foi digerida por 90 minutos a 370 °©cC,
com 4,0 ml de acido sulfurico concentrado e 1,0 g da
mistura catalisadora contendo nitrato de potassio e selénio
na proporgado de 100:1 (p/p).

Apoés resfriar a temperatura ambiente, o volume foi
completado com agua até 70 ml e uma aliquota de 10 ml foi
destilada com 5,0 ml de hidréxido de sdédio 12,5N. O
destilado foi recebido em 2,0 ml de acido bérico saturado e
titulado com acido sulfarico 0,012N.

O teor de triptofano na proteina foi analisado pelo
método descrito por HERNANDEZ e BATES (1969). A 80 mg de
endosperma pulverizado foram adicionados 4,0 ml de uma
solugdo de 4,0 mg de papaina Merck por ml de acetato de
soédio 0,1N pH 7,0 a 65 Oc, por 16 horas, para hidrolisar as
proteinas. Apds atingir a temperatura ambiente, a mistura
foi centrifugada a 1.600xg, em rotor horizontal, por 5
minutos. Uma aliquota de 1,0 ml do sobrenadante foi
retirada e adicionada a 4,0 ml de uma mistura contendo 270
mg de FeCl3.6H,0 por litro de acido acético glacial e acido
sulfurico concentrado, na proporgdo de 1:1 (v/v), preparada
2 horas antes do uso, e incubada por 15 minutos a 65 ©°C.

Apdés resfriamento a temperatura ambiente, procedeu-se a
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leitura em espectrofotdmetro a 560 nm, para a determinagao
da concentracgao de triptofano. Paralelamente, foi
construida uma curva-padrdo com amostras contendo
concentragdées conhecidas de triptofano. As quantidades de
triptofano obtidas nas amostras foram corrigidas em fungao
da proteina total, para a obtengdo dos valores em
porcentagem de triptofano na proteina, sendo realizadas
trés repetigdes para cada resultado.

A determinacdo da lisina foi sequndo a férmula: Lis
= 0,3601 + ( 4,0745 X Trp ), deduzida da correlacgao
existente entre as concentragdes desses dois aminoacidos em

endosperma de milho (HERNANDEZ e BATES, 1969).

3.5. Determinagdo dos Teores de Agucares Soluveis

A 100 mg do endosperma foram adicionados 8,0 ml de
etanol 80% (v/v) em inicio de fervura, para a extragdo dos
agucares soluveis totais. A mistura foi centrifugada a
1.600xqg, em rotor horizontal, por 5 minutos e o
sobrenadante transferido para um béquer. A extragdo do
precipitado foi repetida por mais duas vezes e o residuo
foi descartado. Os sobrenadantes' foram combinados,
evaporados a 55 °C e o residuo seco foi ressuspenso em 10
ml de agua destilada. Uma aliquota de 1 ml foi retirada e
adicionada a um tubo contendo 2,0 ml de agua destilada e
6,0 ml de uma solugdo a 0,2% (p/v) de antrona em acido
sulfidarico concentrado, com os tubos imersos em agua. Os
tubos foram, entdo, vedados e incubados por 3 minutos em

banho-maria em ebuligdo. Apds resfriamento a temperatura
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ambiente, foram determinadas as absorbéncias em
espectrofotdmetro a 600 nm, juntamente com os padrdes de
glicose, para obtengcdo dos valores em porcentagem de

agucares soludveis no endosperma.

3.6. Extracdao e Fracionamento das Proteinas do Endosperma

As proteinas totais do endosperma foram extraidas
pela adigao de 500 ul de tampdo de extragdo [borato de
sodio 0,0125M, pH 10, contendo duodecil sulfato de soédio
(SDS) 1% (p/v) e 2-mercaptoetanol 2% (v/v)], a 50 mg de
endosperma. Apds agitagdo constante por 60 minutos a
temperatura ambiente, em tubos do tipo Eppendorf de 1,5 ml,
a mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 15 minutos em
microcentrifuga Eppendorf modelo 5415C. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo, ao qual adicionou-se etanol
absoluto até a concentragdo de 70% (v/v). Apdés 30 minutos,
com agitagdes a cada 10 minutos a temperatura ambiente, a
mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante, contendo as zeinas, foi tranferido para outro
tubo e o precipitado, contendo a fracdo ndo-zeina, foi
secado e ressupenso em 500 ul do tampdo de extragédo.

A proteina b-32 foi extraida em almofariz, no gelo,
adicionando-se 2 ml de tampdo Tris-HCl (Tris-hidroximetil-
aminometano) 60 mM pH 6,8 com 1 mM de PMSF (Fenil-metil-
sulfonil fluoreto) a 200 mg de endosperma moido. O extrato
foi centrifugado a 30.000xg por 15 minutos a 4 ©9C e o
sobrenadante (S-30) foi transferido para tubos Eppendorf e

armazenados a 4 °C (SOAVE et alii, 1981).
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3.7. Quantificagdo das Fragdes Protéicas

As fragbes zeina, ndo-zeina e a proteina total
extraidas foram quantificadas pelo teor de nitrogénio
determinado pelo método micro-Kjeldhal, que foi modificado
pelo fato de as concentragdes serem bastante reduzidas.

A modificagdo em relagdo ao método citado no item
3.4 consistiu basicamente em completar o volume da amostra
digerida para 25 ml e destilar todo o volume.

Os resultados em porcentagem de zeinas e ndo-zeinas
foram calculados tendo como base a proteina total extraida
pelo método descrito no item 3.6, sem a etapa de
fracionamento, sendo realizadas trés repetigdes para cada

extracgao.

3.8. Analise por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida das

Fragdes Protéicas

Foram utilizados géis em poliacrilamida contendo
SDS, no sistema descontinuo descrito por LAEMMLI (1970) e
com tampdo Tris de alta molaridade no gel de separagdo e no
tampdoc de corrida, sequndo FLING e GREGERSON (1986).

A separacgdo dos polipeptidios fol realizada em um
sistema envolvendo dois géis: um empilhador, contendo Tris
0,125M pH 6,8, SDS 0,1% e acrilamida 6%, e um gel de
separagdo contendo Tris 0,75M pH 8,8, SDS 0,1% e gradiente

de acrilamida de 7,5 a 17,5% para as zeinas, e de 10 a 18%

para a b-32.
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A corrida foi feita em cuba vertical com tampdo de
corrida contendo Tris 0,05M, glicina 0,192M pH 8,3 e SDS
0,1%, sob wuma corrente de 12 mA por 30 minutos, tempo
necessario para que as proteinas atingissem o gel de
resolugdo, seguida de 24 mA por 3 horas.

Em cada canaleta do gel de poliacrilamida foram
aplicados 20 wul do extrato protéico de cada amostra da
fragdo zeina, equivalentes a 0,6 mg do endosperma, e 40 ul
do extrato S-30, equivalentes a 4 mg do endosperma. Antes
da corrida, os extratos foram diluidos (1:1) em tampdo de
amostra contendo Tris-HCl 0,0625M pH 6,8, SDS 2%, glicerol
15% e azul de bromofenol 0,5% e fervidos por 4 minutos.

Quatro géis das zeinas foram submetidos a leitura no
densitdmetro a laser UltroScan XL-2222 LKB - Pharmacia,
para quantificagdo das bandas, sendo selecionados os trés
melhores resultados. Foram utilizados