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INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) ocupa lugar de destaque ndo s6 devido ao grande
progresso que tem havido no acimulo de conhecimentos cientificos relacionados com
esta espécie, mas também em raz&o do grande valor econémico e do potencial que ela
representa (Paterniani & Campos, 1999). O milho esta disseminado por todo o
mundo, sendo considerado um dos cereais mais cultivados atualmente (Byerle &
Winkelmann, 1981). Além de sua composicdo nutricional em termos de vitaminas A e
B, calcio, ferro e fosforo, outro aspecto de importancia econémica é a sua
transformacao industrial, que possibilita a producéo de derivados, tais como ragoes,
bebidas e tintas (Watson, 1988). Apesar dos programas de melhoramento estarem
mais focalizados no aumento da produtividade de graos, existe atualmente, um
interesse muito grande em melhorias nas qualidades fisicas e nutricionais, refletindo
no desenvolvimento de graos mais duros/vitreos e de melhor qualidade protéica
(Guimarées, 1997).

A dureza do grdo € uma caracteristica de grande interesse pelo fato de estar associada
com uma maior resisténcia ao ataque de pragas e a danos mecanicos (Pomeranz et al.,
1984). A vitreosidade e a dureza sdo termos que referem a textura do grdo, embora
nao designem a mesma propriedade. A vitreosidade esta relacionada com a aparéncia,
enquanto a dureza, a sua propriedade fisica (Shull, 1988).

Mutantes que apresentam endosperma opaco e mole tém sido caracterizados, estando
frequentemente associados com elevada qualidade nutricional e baixos niveis de
zeinas no endosperma. No entanto, em um trabalho de caracterizacdo de populacdes
de milhos indigenas originados da América do Sul, Guimaraes (1994) identificaram
milhos que, diferentemente dos mutantes até entdo caracterizados, apresentavam
endosperma opaco, baixa qualidade nutricional e niveis de zeina semelhante aos
milhos normais de endosperma vitreo. Dessa forma, iniciou-se um estudo destas
populacdes, visando utiliza-las como ferramenta potencial nas tentativas de elucidacéo
dos fatores que estdo associados a determinacéo do carater de dureza dos graos em
milho.

Foram utilizados marcadores moleculares SSR (Simple Sequence Repeats), que sdo
regides gendmicas repetidas em tandem, representadas por pequenas sequéncias de
nucleotidios (de 2 a 6 bp), espalhadas em abundancia nos genomas eucariotos
(Taramino & Tingey, 1996; Senior et al., 1998). Com esta metodologia, diferentes



alelos podem ser detectados por meio da amplificacdo por PCR, utilizando primers
especificos para as sequéncias de DNA conservadas que flanqueiam os SSR. Varias
caracteristicas interessantes, como sua distribui¢do ao acaso dentro do genoma, a
grande variagdo alélica e a facilidade préatica tém aumentado a utilizagdo dos SSR
como marcadores moleculares em plantas.

MATERIAL E METODOS

Material Genético
Para a caracterizacdo do perfil protéico foram utilizadas 11 popula¢6es de milho
indigena provenientes de diversas regides do Brasil e da América do Sul, obtidas pelo
Banco de Germoplasma da EMBRAPA Milho e Sorgo. Além dos materiais normais
HS-201 e
BRS 3150, foram utilizados os gendtipos BR-473 (QPM) e 47-duro (Opaco-2)
pertencentes ao Germoplasma elite da EMBRAPA Milho e Sorgo. Foi feito
inicialmente um cruzamento entre pais contrastantes para a textura do endosperma (o
gendtipo indigena BOL 11 de endosperma opaco e niveis normais de zeinas com o
gendtipo normal HS-201 de endosperma vitreo). Os individuos F2 foram submetidos a
trés geracdes de autofecundacdo originando as familias F4 ou Ss, que foram avaliadas
por meio dos marcadores SSR.

SDS-PAGE para Zeinas e Nao-zeinas
As fracOes zeina e ndo zeina foram analisadas em SDS-PAGE, utilizando-se 0s
genotipos BRS 3150 normal, BR-473 (QPM), 47-duro (Opaco-2), FOP3 (planta F4 de
endosperma vitreo), FA0P5 (planta F4 de endosperma opaco) e os milhos indigenas
Poza Rica,
Nodzob Udza, PR I, MT II, MT Ill, MT10, BOL I, BOL Il e Preto Chileno. A
comparacdo dos perfis protéicos foram realizadas com o objetivo de identificar
polipeptideos possivelmente associados com a dureza do grdo em milho. As sementes
foram moidas, sendo adicionado ao p6 tampao borato de s6dio para extracdao das
proteinas totais. Apos centrifugacdo a 14.000rpm, o sobrenandante foi coletado, e a
este, foi adicionado etanol para separacdo das fracdes zeina (sobrenandante) e
nao-zeina (pellet), por meio de centrifugacdo. Os géis de SDS-PAGE foram feitos na
concentragédo de 12% (separador) e 6% (empilhador), sendo aplicados 17 uL de
nao-zeinas e 25 pL de zeinas, submetido a uma voltagem constante de 50V e
utilizando o marcador de alto peso molecular (Sigma 6H).

Marcadores Moleculares SSR
Para os testes de SSR, foram utilizadas familias contrastantes da geragdo Fs, com o
objetivo de detectar regibes gendmicas que estejam associadas a dureza/vitreosidade
do grdo de milho. Os primers SSR especificos foram adquiridos da Research
Genetics, Inc., cujas sequéncias estdo publicamente disponiveis no Maize Genome
Database (http://www.agron.missouri.edu/ssr.ntm). As reacdes de PCR consistiram
de 25ng de DNA, 0,6uM de cada primer, 100uM de cada dNTP, 10mM Tris-HCI
(pH 8.6), 50mM KCl,
2mM MgClz e 1U da enzima Taq polimerase em um volume total de 10ul. As



amplificagdes foram realizadas no termociclador Perkin Elmer 9600 com uma etapa
de 950C/2min, seguida de um ciclo de 940.C/20sec, 680C/20sec, 72.C/20sec com a
reducdo da temperatura de anelamento de 10C a cada ciclo por 9 ciclos até atingir 600
C, seguindo por mais 25 ciclos com a temperatura de anelamento de 60.C e uma
etapa final de 720C/5 min. Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de
agarose 4% e visualizados sob luz ultra-violeta em presenca de brometo de etidio. As
imagens dos géis foram digitalizadas pelo sistema

Eagleeye 11 (Stratagene, Lajolla, CA) Foram testados 228 primers SSR utilizando
dois bulks contrastantes contendo, um deles, DNA de 9 familias F4 com endosperma
opaco e o outro, DNA de 5 familias F4 com endosperma vitreo. Os primers que
geraram bandas de interesse entre os bulks foram utilizados na amplificacao das
plantas F4 separadamente

RESULTADOS E DISCUSSAO

O padréo eletroforético das zeinas e ndo zeinas foi analisado entre os diferentes
materiais genéticos (Figura 1). Nos gendtipos opaco-2 e QPM, a a-zeina de 22 kD é
drasticamente reduzida. Isto ocorre porque a proteina opaco-2, um ativador
transcricional que controla a expressdo dos genes que codificam principalmente a o
-zeina de 22 kD, ndo ¢ funcional nos mutantes opaco-2 e nos QPMs, com isso, a
sintese desses polipeptideos ndo é ativada. As a-zeinas de 19kD também tém sua
sintese reduzida nos gendtipos opaco-2 e QPM, a semelhanga das a-zeinas de 22 kD.
O padréo e a concentracdo das zeinas tém sido frequentemente associados a dureza
do endosperma, onde a opacidade dos graos opaco-2 é causada pela reducédo na
sintese das zeinas. Ao contrario do que seria esperado, 0s genotipos indigenas que
apresentam gréos opacos e muito moles, possuem concentracoes e padrdes normais
de zeinas. Pela andlise do padrédo de zeinas, os individuos da populacdo Fz originados
do cruzamento entre milho normal e o indigena, contrastante para a dureza do
endosperma, também ndo apresentam diferencas significativas. Assim, tais resultados
sugerem que existem outros fatores influenciando na determinacéo a textura e a
dureza do endosperma, além dos padrées e da concentracdo das zeinas.
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Figura 1. Gel de SDS-PAGE 15%. (A) Padréo eletroforético de zeinas e (B) padrao eletroforético de
ndo-zeinas. (M) Marcador de Alto Peso Molecular (1) BRS normal, (2) BR-473 QPM, (3) 47-duro
Opaco-2, (4) F4 vitreo, (5) F4 opaco, (6) Poza Rica, (7) Nodzaob udza, (8) PR I, (9) MT II, (10) MT
I, (11) MT 10, (12) BOL I, (13) BOL Il e (14) Preto Chileno. As setas indicam um polipeptidio
de aproximadamente 100kD presente apenas nos materiais que possuem endosperma vitreo.

Procurando identificar possiveis polipeptideos que pudessem estar associados com a
textura do endosperma no milho, as fracbes ndo-zeinas também foram analisadas. Um
polipeptideo de aproximadamente 100 kD presente apenas nos genotipos que
apresentam endosperma duro e vitreo, pode estar associado com diferencas na textura
do gréo.

A conversao do endosperma opaco em vitreo por genes modificadores, que ocorre
nos gendtipos QPM (opaco-2 modificados) esta atualmente associada a um aumento
consideravel na sintese da y-zeina de 27kD. Trabalhos indicam que 0s niveis
aumentados de y-zeina estejam associados com a vitreosidade do grdo. Nos
resultados obtidos neste trabalho, pode-se observar a alta concentragdo dessa classe
de zeina no genotipo BR-473 QPM quando comparados aos opaco-2, estando de
acordo com os resultados descritos por Guimardes (1994). Nos gend6tipos indigenas
0s niveis de y-zeina de 27kD sdo variaveis, embora sejam semelhantes aqueles
encontrados nos milhos normais.

Por meio da andlise de bulks segregantes utilizando 228 primers SSR, foram
identificados quatro pares de primers que geraram bandas polimdrficas entre os bulks
de plantas com endosperma vitreo e opaco. Tais primers foram utilizados par
amplificar as familias F4 individualmente, demonstrando estarem associados com a
caracteristica em estudo (Figura 2). Os quatro pares de primers estdo mapeados em
uma mesma regido do brago curto no cromossomo 2, sugerindo que nesta regiao
gendmica estejam localizados o(s) gene(s) responsavel(is) pelo fendtipo vitreo ou
opaco dos gréos. Atualmente estdo sendo testadas sondas de RFLP, visando
confirmar os resultados obtidos. Além do mapeamento, pretende-se comparar 0
material dos mutantes indigenas com os genétipos normal, QPM e opaco-2 em varios
estagios de desenvolvimento através de microscopia eletrdnica dos corpos protéicos.
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Figura 2, Padrio de polimofismo dos gquatro marcadores S3E [(A) Bnlg 1253, (B) Balg 381, (2
MAGTO1.D0O4, (Th Phi 053] gque foram capazes de diferenciar as amostras vitreas das
opacas na popdagio F4 (1) Bulk de amostras vitreas, (2) Bulk de amostras opacas.
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