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1 - INTRODUGAD

1.1 - Consideracoes pgarais

Uma grande propercac das proteinas que o homem neces
ta para a sua nutricédo, sao fornecidas pelos vegetais. Em algu-
mas Areas desenvolvidas do mundo, os cereals comstituem a base
da alimentagéo, atuahdo prinecipalmente cemo fonte de calorias .
Contribuem ainda, com uma proporgde significativa do total de

proteinas consumided- pelms animais.

Entre os cereails, o milho destaca-se como o terceiro
mais impgortante produte para o consume humano, sendo superado
somaente peleo arroz e o trigo [JOHNSON e LAY, 1974), Em alguns
paises da América Latina e Africa, o milho constitue~se numa

das principais fontes de calorias e proteinas na diete humana .

Muito embore o milho seja considerado, uma excelente
fonte de carboidratos, suas protefnas sin relativamente de bai-
xa qualidade nutritiva, em virtude do baixg teor dos aminodci -
dos essenciais lisina e triptofano. Essa deficidneia constitue-

se no maior obstaculo para a utilizacdo do milho na nutrigao hu



mana.
1.2 - Aspeecto nutricional

Em sua composic2o, o milho apresenta todas as prin-
cipels classes de alimentos, ou sejam, carbkoidratos, Gleos e
proteinas, Cem.gramas de milho contém aproximadamente 83,0 g
de carboldratos, 4,9 g de lipideos s 10,6 g de protefnas. As
diferentes partes da semente de milho, possuem diferentes pro-
porgcoes desses componentes. 0 germe, que repressnta cerca de
11% da semente. encerra em média 35% de Gleo e cerca de 20% de
proteinas. 0 endosperma, armazena a maior parte dos carboidra-
tos e das proteinas de semente. Nesse tecidao, ocorre em media
85,0% de carboidratos, 9,5% de proteinas e cerca de 1,0% de o0-

leo.

Dos tres componentes basicos, somente & proteina 6
nutricionalmente deficiente, tendo em vistae gue 50% da protei-~
na total do endosperma, correspondente a fragao de prolaminas,
apresenta apenas tragos de lisina e triptofano (BAUDET et al.,

1966; MOSSE et al., 186B).

As proteinas do endosperma, que compreendem cerca
de B85% da proteina total da semante, contem aproximadamente
1.7% de lisina, estando pois muito abaixe deo valsr 4,2% @stabe

lecido pela FAQ (Food and Agricultural Organization of The Uni

ted Nations, 1857), como reguerimente de lisina na alimenta-
g2c humana., A pequena guantidade ndc sé de lisina como tamhém
de triptofano, resulta numa deficiénecia nutricional guando o

milho & utilizado como dnica fonte de proteinas. Criangas em



desenvolvimento, alimentadas com uma grande propergao de milho
em sua dieta ficam letargicas, e mais vulneraveis as doengas (
SODEXK, 1873). Esses efeitos ocorrem com frequéncia em popula -

cGes pobres dos paises subdesenvolvidos.

Easas deficiencias tem estimulado os melhoristas de
milho a realizarem grandes esforgos na tentativa da melhoria da
qualidade nutritiva do milho, apesar do aumento da guantidade

do produto ser ainda prioritario, em regides subdesenvolvidas.

Varios mutantes tem sido identificados nos Gltimos a
nos (MERTZ et al., 1985), os quais possuem teores mails elevados
de lisina e triptofanc no endosperma. Esses novos tipos, guando
testades quanto a sua qualidade nutritiva, apresenta-ss invaria
velmente superiores ac milho comum (MERTZ et al., 1865; CHI e

SPEERS, 1873; NELSON e MERTZ, 1873).

Esses mutantes, além do significado econdomico, ofere
cem ainda, grandes possibilidades para a execugac de estudos ba
sicos visando um melhor entendimento dos mecanismos de controle
da sintese de aminodcidos e proteinas no endosperma. Esses co -
nhecimentos s3c de fundamental importancia para a orientacao de
programas de melhoramento visando o aumsnto da qualidade nutri-

tive do milho.

1.3 -~ Proteinas do milho

As proteinas do milho podem ser classificadas de a-
cordo com suas solubilidedes, através de um esquema basico estabele

cido por OSBORNE o colaboradores(CHITTENDEN e OSBORNE, 18891; 0S-



BORNE, 1887; OSBORNE e MENDEL, 1914}, Esse sistema classifica as
prcteinas, com base nas suas sclubilidades em quatro spiventes
bem definidos; agua, solucdo salina (NaCl ©,5 M), etanol 70-80%

e hidroxido de sodio diluido {(Tabela 1),

Tabela 1 - Esguema de OSBORNE para a classificagado de proteinas.

Solvente Classe Proteica Proteina do milho
Agua Albuminas Albuminas
Splugaoc salina Globulinas Globulinas
£tanol 70-80 % Prolaminas Zeina%®
NadH diluidao Glutelinas Glutelinas

*A denominagdo zeina & prolamina do milho, deve ao nome da espé-
cie Zea maye L.

As albuminas e globulinas encontram - se solubilizadas
no citoplasma das c€lulas do endosperma. As enzimas encontradas
nesse tecldo acompanham essas fragds (DALBY e DAVIES,1967; WIL-
SON e ALEXANDER, 1867). As prolaminas e glutelinas, especificas
de cereais, sdo as principais proteinas de reserva gue ocorrem

no endosperma.

1.4 - Locelizagdo das proteinas no endosperma

Esse tecido que encerra cerca de 85% da proteina to-



tal da semente de milho, apresenta 680% desse total como zeina

e glutelina, sendo a zeina responsavel por 50% desse conteddo.

Ourante o desenvolvimento da semente dos cersais ,
as proteinas de reserva sac sintetizadas nas celulas do endos
perma e depositados em granulos bem definidos, delimitados por
uma membrana simples e descontinua {ASHTON, 1978),denominados
corpusculos proteicos {C.P.) (DBUVICK, 1961; CHRISTIANSON et
al., 1968; CHRISTIANSON et al., 1974; MORTON et al., 1964 ;
KHOO e WOLF, 1970; INGVERSEN, 1875; BURR =2 BURR, 1975; BURR e

BURR, 1877).

Cerca de 95% de proteina do corpusculo proteico €
constituida de zeina [(RIGHETTI et al., 1977}. 0 aparecimento
desses corpusculos coincide com o inicio da sintese de zeina
e a maxima taxa de seu crescimento esta positivamente correla
cionade com a maxima taxa de sintese de zeina (DUVICK, 1961).
Na semente madura esses corpusculcs encontram-se imersos numa
matriz proteica amorfa. Embora a composicao de aminoécidos
da matriz seja diferente da composicao da gilutelina (CHRISTI-
ANSON et al., 1969), alguns autores tem considerado essa pro-
teina como a responsavel pela constituicao da matriz proteica
amorfa (KHOO e WOLF, 1878). Uma vez iniciada a formacéo dos
corpusculos proteicos, estes aumentam em nimero e tamanho, sen
do inicialmente visiveis nas primeiraes camades de células de
amido (KHOO e WOLF, 1870). Com o decorrer do desenvolvimento
da semente, os corplsculos proteicos saoc mais abundantes nas
células sob a camada de aleurone, diminuindo progressivamente
de tamanhc em diregéo ao interior do endosperma [(DUVICK,1861;

KHOO e WOLF, 1970; BAENZIGER e GLOVER, 1877).



Em mutantes ricos em lisina, o nimero e o tamanho dos
corpisculos proteicos sao drasticamente reduzidos {CHRISTIANSON
‘et al., 1974) ou praticamente ausentes (BAENZIGER e GLOVER,1977;
WOLF et al., 1968). Paralelamente a esse efeito ha um aumento
da proteina que constitue a matriz amorfa (BAENZIGER e GLOVER,

18771).

A diminuicg3o ou auséncla desses corpusculos protei -
cos em mutantes ricos em lisina ssta correlacionada com a dimi-

nuigdc na sintese de zelna nesses tipos de endosperma .

Quanto a origem dos cdrpos protesicoa, alguns autorss
tem revelado opinices divergentes. MORTON e RAISON, 1864, con -
cluirem em seus trabalhos, qus os corpusculos proteicos originam %€ em
plastidaos especieis, formadora; de proteinas os quais possuem
polirribossomos distintos daqueles encontrados no reticule en-
doplasmatico rugosoc (RER). Por outro lado, KHOO e WOLF (1970} ,
analisango a ultrasstrutura de sementes de milho em desenvolvi-
mento, concluiram que os corpusculos originam-se em visiculas

produzidas peslo RER.

Estudos mais recentes, envolvendo isolamento de po -
lirribossomos a sintese de proteinas in vitro, tem demonstrado
que as prolaminas do corplisculo proteico de endosperma de milho
[BURR & BURR, 1876; LARKINS et al., 1978; LARKINS e DALBY,1875;
JONES et al., 1877a; JONES et aql., 1877b) & em endosperma de ce
vada (BRANDT e INGVERSEN, 1977), sao sintetizadas pelos polirri
bossomos ligados a membrana do corpldsculo. Em vista disso, al -
guns autores tem concluldo que essas estruturas sao asitios de
sintese de proteinas, altahente difersnciadas (BURR = BURR,1976;

WALK e HOCK, 1977). %



Recentemente, LARKINS et al. (1878} demonstraram que
a membrana gue envolve o corplsculo proteico, apresenta continu
idade com o RER, e gue as prolaminas, sintetizadas pelos polir-
ribossomos ligedos a membrana do C. P.Ke pelos ribossomos liga-
dos ac RER sd@o similares. Esses resultados , associados 3 anali
se ultraestrutural detalhada levarem esses autores a concluirem
que os C. P. sao formados simplesmente & partir de depésitasdgﬂ
tro das cisternas do RER, concordando assim com o que havia si-

do proposto por KHOO e WOLF (1970).

Em resumo, os estudos sobre a localizacdo das protei

nas no endosperma de milho, revelam que:

1 - As albuminas e globulinas, sendo proteinas salino-soliveis,
devem estar solubilizadas nc citoplasma das células do en -

dosperma.

Z - A zeina apresenta-se em visiculas anvolvidas por uma membra
na simples, originadas a partir de depésitos desse protei
ne ao longo das cisternas do reticulo endosplasmatico rugo-

50,

3 - As glutelinas parecem apresentar-se como uma matriz amorfa,

ao longo do citoplasma das células do endosparma.

1.5 - Fracionamento das Proteinas do endosperma

As proteinas do endosperma de milho sdo uma mistura
complexa de polipeptideos, cuja heterogenidade dificulta a ca -
racterizagaoc das diversas classes proteicas. As fracdes de albu

minas, globulinas e zeina, podem ser separadas através de uma



extragdo sequencial, com &gua, solucgdo salina (NaCl 6,5 M) e e
tanol 70%, segundo o método basico, ja citado, sestabelecido por
OSBORNE. A proteina residual, constituida por glutelina, & a
segunda maior proteina de reserve de milho e pode ser extraida
com NaOH 0,2% segundo DSBORNE e MENDEL, (1914). Entretanto es-
se procedimento ndo e satisfatdrio, pois a glutelina assim ex-
traida, apresenta quantidades varidveis de zeina (contaminacae)

(DALBY, 1866; DIMLER, 1866; PAULIS et gl., 1989).

Com base no procedimento de OSBORNE, algumas modifi
cagdes foram efstuadas , tentando-se melhorar a gxtragan de pro
teinas do milho. A inclusao de uma extracdo a quentes com eta -
nol 70% (MOSSE et al., 1966) logo apb6s a extracdo de zeina, ex
trai uma proteina com uma composicac de aminodcidos entre pro-
laminas e glutelinas. Provavelmente e extracado alcdolica a guen
te reduz alguns grupos S-S5, descontaminando levemsente a glute-

lina.

Outra tentativa pare a solugdo desse problema, con-
siste na adigap de acetato de sddio 0,5%, na solugho alcoblica
para a extragao da zeina (PAULIS et al., 1969). Essa inclusac
extrai uma quantidade maior de zelna, com uma composicéo de a-
minoacidos um poucoc diferente daguela extraida somente com e~

tancl 70%.

MERTZ e colaboradores, (MERTZ & BRESSANI, 1857 ;
MERTZ et al., 1958; LLOYD e MERTZ, 1958: BRESSANT e MERTZ,1958)
introduziram um metodo de extragéo, no qual primeiraemente todea
a proteina & extraida com uma solugdn de cobre alcalina. Em se

guida o extrato & ajustado a pH 3 para precipitar a zeina & a



glutelina, deixaendo as proteinas Aacideo-scliveis (azlbuminas e
globulinas) no sobrenedante. 0 precipitade & dissclvido em eta
nol apH 11,5, & em seguide baixado para o pH B, para precipi-
tar as glutelinas, deixando a zeina no sobrenadante. O procedi
mento de MERTZ tem uma desvantagem, pols a zeina e a fragac a-
cido-sollvel apresenta-se contaminaﬁas com proteinas de outras

classes.

Em 1968, MOUREAUX e LANDRY, propussram modificagdes
no método de OSBORNE, tentando eliminar o problema de contami-
nagac da glutelina. Eles propussram uma segunda extragao alcod
lics da zeina , com & adigdo de 2-mercaptoetancl, o gual reduz
as ligagoes dissulfeto que provavelmsente fazem pontes entre a
zeina e a glutelina. Nesse procedimente sclubilizou-se uma pro
teina semelhante & zeina na composicdo de aminodcidos , e gque
participa com cerca de 10% do nitrogénio total do endosparma .
Mois terds essa proteina passcu a ser denominads de zelna =~ 2

{Z-2} por (SODEK e WILSON, 1971).

0 fracionamento de proteinas do endosperma de milho
assuymiu um novo aspecto com o trabalho de LANDRY e MOUREAUX
(1970). Esses autores apresentaram um Pove método, no qual a
glutelina pode ser separada em tres subfragoes; glutelina - 1
(G-1}, glutelina-2 (G-2) e glutelina-3 (G-3). Nesse procedimen
to as albuminas e globulinas sdo extraidas na mesma fragado, com
uma solugdo de clereto de sddio 0,5 M. ApGs essa extracéo sali
na, as proteinas salino-spliveis sao precipitadas com acido tri
cloroacetico 5%, para se efetuar a separacao dos aminoacidos

livres que também sao sclubilizados nessa fragdo. Em seguida ,

procede-se a extracdo da zelna com isopropanol 70%. A composi-
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ca2o0 de aminoacidos da zeina solubilizada com lsopropancl aguoso
é semelhante 3gquela extraide com etanol pelo método de OSBORNE.
Depois da extragéo de zeina, uma extragfo alecodlica com isopro-
panol 70%, contendo 0,6% de 2-mercaptoetancl & efetuada para 8x
trair a glutelina-1 (G-1). £ importante ressaltar que essa fra-
¢ao corresponde a zeine-2 (Z-2) do método de OSBORNE moedificado.
As caracteristicas de prolaminas sido apenas atenuadas aem G-1,
pols esta se assemelha & zeina verdadeira. Apos a extragéo de
6-1, a gluteline-2 & extraida com tampdo borateo pH 10 contendo
0,6% de 2-ME. Essa proteina se diferencia da zeina por apresen-
tar uma frequencia de cargas basicas semelhantes as proteinas
salino-soldveis. Por cutro lado ela diferencia daes proteinas s5a
lino-scldveis por ser deficiente em lisina. A fragac G-2 apre -
senta uma caracteristica singular. £ intermedidria entre as pro
teinas salinc-scldvels e prolaminas sendo entretanto mais proxi
ma da segunda. Finalmente a glutelina-3 (G-3) & extraida com o
mesmo solvente de G-2, contendoc em adigio 0,5% de dodecil sulfa
to de sodic. A fragdoc G-3 & bastante semelhants &s proteinas sa
lino-soldvels, porém com um pequeno contsido de residucs basi -
cos compensado por uma quantidade de resfducs hidrofobos. Pare-
ce ser originada em parte de agregacdes de albumines e globuli-

nas atraves de pontes dissulfaeto (MOREAUX e LANDRY, 1972).

Apesar do metodo de LANDRY-MOREAUX apresentar uma G-
tima resoclugac no fracionamento das proteinas do milho, PAULIS
e colaboradores tem se utilizado de um método de fracicnamento,
mais simplificade, & tembem mais rapido, o gual é bastante in-
dicado para analises de rotina (PAULIS e WALL, 1871; PAULIS et

al., 1975; PAULIS e WALL, 13977].
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Nesse métodn, as albuminas sAo extraidas segundo os
métodos tradicionais (NaCl 0,5 M). A zeina & extraida com eta-
nol 70% contendo 0,5% de acetatc de sddic. Essa extracédo tem sl
do mais eficiente gue os ocutros métodos pois extrai uma quanti-
dade maior de zeina. Apds a extracio da zeina, PAULIS trata o
residuo com etanol 70% contendo 0,5% de acetatc de sddic meis a
adigédo de 0,1 M de 2-ME, solubilizando ume proteine a2 qual ele
denominou de glutelinag reduzida soldvel em alcool (ASG). Essa
proteina apresenta as mesmas caracterfsticas de G-1 de LANDRY -
~MOUREAUX (1970) e 7Z-2 de SODEK e WILSON (1971). Recentemente
PAULIS e WALL, (1877} demonstrarem que essa fragado pode ser di-
vidida em duass subfragces, das gqguais umea apresenta alta concen-
tragao de metionina. Finalmente o nitreogénio proteice residual

€ considerado por PAULIS e cclaboradores como sendo glutelina .

Us estudos relacionados com o fracionamento das pro-
teinas do milho nao ficaram somente na separagao das  classes
proteicas ou nas suas subfragoes, mas continuaram com métodos
meis sofisticados tais como eletroforese em gel, fi1ltracao am
gel, focusadn isoelétrica, stc., eom vistas a uma melhor caracte
rizagao das subunidades das classes proteicas. 0 interesse “Foi
ainda maior, com & descoberta dos mutantoes de endosperma ricos
em lisina (MERTZ et aql., 1864; NELSON et al., 1965), pois dife-
rengas gualitativas e/ou quantidades entre as proteinas do en -
dosperma desses mutantes em comparagdo com o endosperma normal,
comegaram a ser procuradas, para se tentar elucidar a acao pri-
méria desses genes. Assim, com a aplicagao da eletroforese e da
cromatografia em gel, verificou-se que tanto as albuminas quan-

to as globulinas sAo uma mistura heterogénea de proteinas ou PO
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lipeptideos, apresentando meis de 10 subunidades cada uma, com
pesos moleculares bem distintos variando entre 10 e 120.10° dal
tons (MOUREAUX e SALLANTIN, 18967; PAULIS et ql., 1875;PAULIS g

WALL, 1888),

Embora existam alpuns estudos com relacao as protei
nas salinoc-sollveis, a maior atencgéo tem sido dade a fragéo de
zeina, principalmente pelo fato desta ser drasticamente reduy-
zida nos mutantes de endosperma ricos em lisina. A zgina, ex -
traida com solugdes alcodlicas pelo método de OSBORNE modifica
do, pode ser separada em dois componsntes o e - zeina, sendo
que a primeire subfragao representa cerca de 80% da zeina to-
tal do endosperma. Quando as ligagdes dissulfeto dessas duas
subfracdes sao reduzidas, tantc a o guantc & B~ zeina produzem
padroes eletroforéticos semelhantes. Se as ligagoes dissulfeto
ndo sao reduzidas a B-zeina ndo migra no gel. Com isso, TURNER
et al., (1985) concluiram que a B-zeina & um agregado de peque

nas subunidades polipeptidicas ligadas por pontes dissylfeto

Duas subfragbes de zeina designadas de zetna-1 (7-1)
e zeina-2 (Z~2), ¥forem estudadas também por SODEK e WILSON s
(1871}, Tanto Z-1 como Z-2 apresentam dues bandas maiores 8
duas menores em gel de poliacrilamida, sendo que Z-2 possui as
bandas maiores, semelhantes a Z~1, & as bandas menores com mai
or intensidade. Esses dados foram confirmados posteriormente a
través de eletroforese & focusao iscelétrica por SOAVE et al.,
(1975} & GIANAZZA et al., (1976}, DOTEm COM UM pouco mais de
detalhe. Uma misturae de zeina (Z2-1 + Z-2) apresenteram guatro
subunidades;duas com pesos meleculares de 23000 (7-23) e 21000

{(Z-21), uma com peso molscular de 13500 (Z-13;5) e outra com
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peso molecular de 9600 (2-9,6). As bandas meiores reprasen-
tam cerca de 70% da zeina total do endosperma, sendo gue
Z-1 consiste essencialmente de uma populagde misturada de
£~23 e Z-21, A subunidade Z-2 & rica em Z-21 e contém uma po

pulagao adicional de Z-13,5 e Z-8,8 (RIGUETTI et al., 1977},

Estudos mais detalhados, usando focusédo isoels -
trica, tem ravelado uma heterogaenidade ainda maior da fra-
¢ao de zeina (RIGUETTI et al., 1977, GIANAZZA et al., 1877).
Tanto Z-1 como Z-2 apresentam cerca de 15 subunidades com
pontos iscelétricos bem distintos, variando entre pH 5 e 8.
As duas subunidades maiores de zeina apresentam um grupo cen
tral de bandas, sendo que Z-2 apresenta bandas adictonaeis
com pl beixes, enguanto gue Z-1 apresenta bandas adicionais

com pIl altos.

A heterogenidade de uma pequena porgdo de zeins
€ causada pela presenca de grupoe prostéticos, sendo gue de
3 a 5% da populagdo total dessa proteina foil considerada 11
poproteina que participa provavelmente da membrana que en -
volve o corpldsculo proteice (RIGUETTI et al., lS??}.Aléndia
80, cerca de 90% dos acidos glutdmice = aspartico dessa pro
telna apresentam-sg como asparagina e glutamina, e uma pos-
sivel deaminagao in vivo pode ser responsavel pels sua hete

rogenidadae.

Quanto &s glutelinas, existenm poucas informagoes
tom respeito a sua composicdo . PAULIS et al., {1975) mos -
traram gque elas também sfAo bastante heterogéneas, apresen -
tando cerca de 17 subunidades em gel de poliacrilamida, com

Ppesos moleculares variando entre 11 e 127.10% daltons.
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Jo ponto de vista genético, gsses estudos tem sg
do de grande importancia pois nos revelam que a sintese das
proteinas de reserva no endosperma de milho, nao se proces-
sa de maneira simples, mas sim, através de um sistema bas -
tante complexo, se admitirmos a existéncia de pelo menos um
gene para cada uma das bandas encontrada nesses trabalhos

de subfracionamento.

1.8 - Mutantes que afetam o metabolismo de proteines e

aminodcidos no endosperma.

A semente tem sido considerads por DURE (1875) ,
como um excelente orgdo para o estudo de genética em plan -
tas superiores. Como o endosperma apresenta sintese de subs
tdncias de reserva em grande guantidade, o produto génico

torna-se de fAcil identificacdo e isolamento.

0 milho, apresenta pelo menos 13 mutantes de en-
dosperma, todos recessivos, ©os quais afetam o metabolismo
da semente de varias maneiras, quase sempre alterando a bi-

ossintese de carboidratos e/ou de proteinas.

Us mutantegs que afetam o metabolismo de protei -
nas, tem merecido grande atencao dos pesquisadores, tende
em vista a utilizagdo dos mesmos em programas de melhoramen
to da qualidade nutritiva da proteina do endosperma, bem co
mo em estudos basicos de genética, concernentes & compreen
sao do processo regulatdrio da sintese de proteinass nesse

cereal.

Dentre os mutantes mais estudados, destacam - se
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0 opaque—2 (02), floury (f12), shruken (sh), shruken-2 F
sh2) ', shruken-4 (shd), brittle (bt), brittle-2 (bt2), sug
ary-2 (sul). Todos esses mutantes apresentam quantidades
de lisina quase sempre maior que o8 tipos normais, com =]
02 no extremo superior, e os outros numa posicao interme_~
didria entre o 02 e o= tipos normais (DALBY e TSAI, 1875 ;

MISRA et al., 1872},

0 endosperma de milho, contém uma alta propor -
¢ao de zeina (40 - 60% da proteina do endospermal, sendo

que essa proteina contém apsnas tragos de lisina ( BAUDET

et al., 1966 ; MOSSE et al., 1888),

Para melhor entendermos a acdo dos mutantes no
metabolismo de proteinas do endosperma, € preciso que se te
nha uma idéia da ontogenese da semente, do ponto de viste

do metabolismo de nitrogénio,

A semente de milho inicia seu ‘desenvolvimanto
logo apds a polinizagdo, apresentando nas duas primeiras se
manas apos a polinizacdo (SAP), um perfiodo de intensa divi
sao celular, onde se observa pouca atividade de sintese e
acimule de substdncias de reserva (KHOO e WOLF, 1870). A-
pds esse perfodo de divisao celular, onde praticamente to-
das as c8lulas que constituem o endosperma j& estao forma-
das, inicia-se o periecdo de intensa atividade dasintese de
substancias de reserva, notadamente carboidratos (amido) s
proteinas (MISRA et al., 1975a; MOUREAUX e LANDRY, 1972,

SOAVE et al., 1975; BRESANI e CONDE, 1961).

Do ponto de viste de sintese de prateinas, ob -

serva-se uma etividade intensa dos 15 aos 45 dias apds a
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polinizegdo (DAP) , correspondendo os estagios intermediari
rics, entre 25 & 35 DAP, a0 pico méximo ds sintese proteics
(MOUREAUX e LANDRY, 1872; SODEK e SILVA, 1877; TSAI et al.,
1978}, ApGs ps 40-45 DAP quase toda proteins do endosperma
ja foi sintetizada, observando-se a partir desse estagio um

patamar que se estende até a fase da semente seca.

Durante o perfodo de sintese de proteinas, obser
va~se um aumento no conteldo de RNA do endogperma, com uma
rapida diminuigdo nos estdgios finails do desenvolvimento da
semente (WILSON, 1975). Enguanto issc uma RNAse, a RNAsg I,
apresenta uma alta atividade, gue € conservada até o ests-

gio de semente seca (WILSON, 1887, 1868, 1971, 18973 , 187573,

As diferentes classes de protefinas do egndosperma
s30 sintetizadas em padrdes diferentes, durante o dessesnvol-
vimento dea semente. Nos primeirocs estagios entre 10 g 20
DAP, observa-se no endosperma, uma grande guantidade de al-
buminas, globulinas e amincédcidos livres (DALBY o TSAL, 1975
MOUREAUX e LANDRY, 1972; MURPHY & DALBY, 1871; BRESSANT &
CONDE, 1861; ARRUDA et al., 1878), Com o desenvolvimento da
semente, as classes proteicas de maior conteldo no endosper
ma, zeina e glutelina, aumentam rapidamente (DALBY e TSAI,
1874; DALBY e TSAI, 1975; MISRA et al., 1975; MURPHY e DAL~
B8Y, 1971; BRESSANI e CONDE, 1981; TSAI et al,, 1978; SODEK,
1873:; ARRUDA et al., 1978), sendo que existem eviddneias que
essas proteinas sdo sintetizadas 3s expensas das protefnas
salino-solidveis (MOUREAUX e LANDRY, 1972; SODEK e WILSON

1870; BRESSANI = CONDE, 1981},

As mutagoes no endospaerma de milho atuam em gg -
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ral durante o desenvaolvimento da semente, alterando os pa -
droes de sintese de proteinas e aminodcidos ou de amido. 0O
mutante mais estudado, o opaque-2, descoberto por SINGLETON
e JONES, (1935), modifica as caracteristicas fenotipicas do
endosperma, tornando-o opaco e farindceon. O peso da semants
& a produgdo de gréos & diminuida (NELSON, 1987; ARNOLD et
al., 1877b; BAUMAN, 1875; ELMORE, 1970 ; SREERAMULU s BAU -
MAN, 1870; AYCOCK, 18723, enguantc gue o teor de umidade do
endosperma & aumentado, em relagfo ao endosperma normal (WIL
SON @ ALEXANDER, 1867). A guantidade de zeina do endosperma
opaque=~2 & drasticamente diminufda, enquanto que as albumi-
nag + glmbﬁlinas e principalmente a glutelinas & proporcio -
nalmente aumentadas (BAENZIGER e GLOVER, 1977; DALBY e TSAI,
1875; LEE et al., 1976; MERTZ et al., 1864; MISRA et al , s
197583 LODHA et al., 1977 MOSSE et al., 1566; MNURPHY &
DALBY, 1971; RIGUETTI et al., 1977; SODEK e WILSON, 1971 i
TSAI e DALBY, 1974; JIMENES, 1986; MOSSE, 19B6). Essa inver
sd0 nas proporgfes deassas duas proteinas no endosparma opa~
que~2, faz com que ests apresente cerca do dohreo de 1lisina
em relacaoc acp endosperma normal. Esse aspecto tem sido con-
slderado por muitos autores como sendeo a principal mecanig-
mo pelo gual o gene opague-2 aumenta a quantidade de lisina
no endosperma do milho {MERTZ et al,, 1964; MOSSE et ol .

1966; MURPHY e DALBY, 1971; JIMENES, 1968).

Um segundo mutante de endosperma, o floury - 2 ,
descoberto por MUMM, (1335) apressnta as mesmas caracteris-
ticas fenotipices do mutante opaque-2 . Esse gane reduz a

quantldade da zelna do endosperma, com consequente aumento
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em lisina (LEE et aql., 1976; MISRA et gl., 1972; NELSON et
al., 1965; SODEK e WILSON, 1871; TSAI e DALBY, 1374) e tam
hém determina um acréscimo na concentracao de metionina{HAﬂ

SEL et al., 1973).

Alguns estudos envolvendo o fracionamento de pra
teinas dos mutantes ricos em ligina, tem revelado gque sstes
aumentam o conteddo de aminodcidos livres no endosperma (AR
RUDA et al., 1878; MISRA et aql., 1875; SODEK e WILSON,1871),
provavelmente acumulande eslguns aminoacides encentrados  enm
grande quanfidade na zeina (ARRUDA et al., 1978). Emboras al
guns autores tenham sugerido que & zeina do mutante 02 te-
nha uma composigao de aminpdcidos atipica (MERTZ et al . ,
1864; MURPHY e DALBY, 1871}, estes resultados sao conflitan
tes (MOSSE et al., 1986; SODEK e WILSON, 1971; BAUDET et
al., 1966} ¢ possivelmente resultam de centaminagdo ocorri
de nessa fragao proteica, advinda deo metodologia empregada

na extracao (SODEK, 1873).

Baseados em estudos eletroforéticos, MOSSE(14966),
JIMENES, (1968) e NELSON, (1869), sugeriram que o gene opa=
que~2 & um gene regulader para a sintess de zeina. Mals re-
centemente, SOAVE et al (1378}, confirmaram essa hipdtese ,
mostrando gque alguns genes estruturais, responséveis por al
gumas bandas de zeina, @stdo localizados em pelo mencs tresg

posigbes em cromossomos diferentes, sendo gque a presenca od

suséncia dessas bandas estdc sobre o controle do gense 62.

Estudos mals detalhados envolvends o subfraciona
mento das proteinas do endosperma através de eletroforesse e

focusado isoelétrica, mostram que a redugado de zeina pelo ge
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ne o2 afeta principalmente a subunidade Z-1, tendo pouco e-
feito em Z-2, enguanto que as outras fragbes proteicas s3op
semelhantes ac endosperma normal (LEE et al., 1876; SODEK e
WILSON, 1871). 0 gene opaque-2 afeta principalmente as tres
maiores bandas alcalinas, gue representam parte da populacéo
de 7-23 gue constitue Z-1 (RIGUETTI et al., 1977). Por ou -
tro lado o gene floury-2 reduz a sintese de todas as subfra-

¢6es da zeina numa mesma proporcdo (LEE et al., 1978).

Um novo enfoque tem sido dado ao estudo da sinte-
se e regulagio de proteinas em milho, através da vutilizacio
da sintese de proteinas Zn vitro (LARKINS et al., 1976: LAR-
KINS & DALBY, 1975). Com isso demonstrou-se gue o gene 02 e-
xerce um controle regulatoric ne sintese de RNA mensageiro da
zelna, loge nos primeiros estégims do desenvolvimento do en-
dosperma (JONES et al., 1976; JONES et al ., 1877a; JONES et
al., 1877b; METHA et gl., 1973).Essa reducdo no RNAm da zei-
na envolve a classe de maior conteldo de polirribossomos, a-
carretando numa marcade redugio da sintese Zn vitro do mai -
or componente da zeina (Z-1) (JONES et al., 1377a). Esses re
sultados tem sido assocledos a auséncia de polissomecs sobre
0 corplsculo proieico no endosperma 02 (VIOTTI et al.,1975).
Em adigéo, trabalhos realizados <n vive, ja citados, mostram
que os mutantes ricos em lisina possuem poucos ou guase ne-
nhum corpusculo proteice nas células do endosperma (WOLF et
al., 1889; BAENZIGER e GLOVER, 1977)}. Dutros efeitos de ge-
nes gue condicionam altn teor de lisina no endosperma tem si
do estudados ultimamente. Dentre esses um de fundamental im-

portancia, & a alta atividade da RNAse I, encontrada no en-
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dosperma 02. Esse mutante apresenta cerca de 4 & 6 vezss
mais atividade da RNAse que o endosperma normal (DALBY & CA-
GAMPANG, 1970; DALBY e DAVIES, 1967; WILSON, 1873; WILSON ¢
ALEXANDER, 1967)}. Essa diferenga € manifestada nos estégins
intermedidrios do desenvolvimento da semente (DALBY & CAGAM-
PANG, 1870: DALBY e DAVIES, 1987), sendo que a andlise ele -
troforética revela que a RNAse do endosperma 02 € semelhante
@ do endosperma normal (WILSON e ALEXANDER, 1967). Assim, fi
cou constatado que a diferenca entre os dols gendtipos esté

assoclada a quantidade @ nao o qualidade da enzima.

Alguns autores tem sugeridoc que a alta atividade
da RNAse no endosparma 02 poderia inibir a sintese de zeina
digerindo ¢ ssu RNAm gspecifico (WILSON e ALEXANDER, 1987 ;
DALBY e DAVIES, 1867), porém nenhuma svidéncia confirma esse
hipdtese. Essa explicagio & pouce vidvel, visto que o genea
Ffloury—-2 , embora condicione uma redugcdo na gquantidade de ze
ina do endosperma, nao tem efeito algum na atividade da RNAse
(DALBY @ CAGAH?ANB. 1870}, Por cutrc lado o estudo de linha-
gens com fendtipos modificades, mostrou que a ativideds da
RNAse, o acimulo de zeina e o fenotipo da semente podem ser
alterados independentamente (DALBY e TSAI, 1874). Por sua vez,
a gquantidade de RNAse do endosperma normel, & alte = sufici-
ente para digerir todc o seu conteldo de RNAmM em 10 minutos
WILSON, 1875}, mostrando assim a impossibilidade da ligagéo

RNAse & RNAm da zeina.

Um outro efeito do gene 02 no endosperma de milhe
fol demonstrado por SODEK e WILSON, (1970). Através da inje-

¢ao de lisina marcades com **C no endosperma em desenvolvi -
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mentc, esses autores verificarem que no endosperma normal |,
uma boa parte da lisina foi convertida em Acide glutamice e
prolina enquanto gue no endosperma 02 @ssa CONVErsao se ve-
rificou em escals muito menor. Resultados semelhantes foram
obtidos por BRANDT (1875} em cevada, mostrando que a conver
s30 de 1lisina dave ser um mecaniamo importante para determi

nar o nivel desse amincacidn na semente,

A assceciagdo do gene opaque~2 com qualguer ou -
tro mutante de endesperma ndo altera as propriedades desse mu
tante, tanto do pento de vista bicguimice, como nutricional,
Quando combinade com mutantes gue atuam na reducéo da sintess
de amildo, ccorre um efeito sinergistice, aumentando ainda
mais o conteddo de lisina e reduzindo bem mais a guantida
de de zeina (MISRA et al., 1972; MISRA et al., 19752;5GAR~
BIERI et al ., 1977; SILVA et al ., 1878; MISRA et al.,1875b ;

ARRUDA et al ., 1978).

Outros sfeitos no metabolismo dno endosperma, tem
sido atribuide ao gene 02, tais come o aumento nc  conteldo
da RNA e diminuigdo na quantidade de DNA (VIOTTI et al.,1975),
elteragbes no padrdo de iscenzimes (LODHA o+ al., 1974 3} ,
maior reqguerimento de ions Mn para a atividade de uma RNApo
limerase (MEHTA et al., 1875) e maior conteldo de elementos
minerais em relagdo ao endosperma normal (ARNOLD et al . ,
1977a; ARNOLD et @l ., 1977b; GOODSELL, 1868), Entretanto ,
nao se sabg até que pontoc esses efeltcs sdo causas diretas

do gene mutante nessas caracterfsticas do endosperma,

Gutros mutantes de endosperma, com efeito na sin

tese de zeina e aumento de lisina tem sido destritos na 11-
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teratura., Alguns deles com caracteri{sticas semelhantes ao
02, tals como opaque-6, opaque-7? e floury~2, aumentam o
conteldo de lisina no endosperma e possuem também uma mai-
or quantidade de aminodcidos sulfurados em relagao ac an -
dosperma normal (DALBY ¢ TSAI, 1975 ; MA @ NELSON, 1875
MISRA eta al., 1972; MeWHITER, 1971). Alguns mutantes, que
reduzem drasticamente o conteddo de amido no endosperma
tais como shrunken~2 (sh2), shrunken-—d (8hd), brittle (bt )
brittle~2 (bt2) & sugary (su), tem sido investigados quan-
to ac contedde de zeinas o ligine no endosperma. Desses gg -
nes, o 8h4, bt, bt2 s sh2, condicionam uma redugado no ni-
vel de zeina no endosperma e um teor de lisinas semelhante
ac encontrado no mutante opague-2 (DALBY e TSAI, 1975; MIS

RA et al., 1972; MISRA et al., 1975a; TSAI e DALBY, 1974},

A cuantidade de zeina também pocde ser alterada
em fungao da quantidade de proteine no endosperma. Isso tem
gido demenstrade em expariéncias de campo onde se gfaotuam
ensaios com varios nivels de adubagdo nitrogenada. Com uma
meior aplicacéo de nitrogénio no sole, acorre invariavel -
mente uma elevacdo na guantidade de proteina no ghdosperma,
resultante de um aumento na fragdo de zeina (TSAT et al. ,
1978; PERRY & OLSON, 1875; MALIK, 1973; DECAU s PUJOL,1974;
BRETELER, 1876; SAUBERLICH et ql., 1873; KEENY, 1870; Mac-
GREGOR et al., 1898B1; SCHNEIDER et al., 1952), Desse moda .
com um aumento na quantidade de proteina, ha uma consequenI
te diminuigdo da qualidade nutritiva do gndosperma, em de-
correncia do menor nivel de lisina. Assim & apregoada & e-

xisténcia de uma correlagao negativa entre a quantidade de
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proteina & a gquantidade de lisina no endosperma (FLYNN et
al, 1954; DRAPER, 1975). Esses efeitos tem sido constata -

dos também em trigo (KONZAK, 19773},



2 - 0OBJETIVOS

Apesar do grande nimero de trabalhos reslizados
com mutantes de endosperma de milho, visando identificar o
mecanismo de agcac desses genes, pouco se sabe sobre a acao
primdria desses fatores gendticos no metabolismo da semen-

te.

Neste trabalho procurou-se obter algumas infor-
magGes que, complementando outros 34 existentes, possam es
clarecer alguns pontos, sobre a agéo de genes que condicio
nam modificagfes na sintese de aminodcidos e protefnas no

endasperma de milho.

Para tanto, foram efetuadas anadlises guimicas e
bioguimicas, em uma variedade de milho homozigota para os
genes sugary e opaque~2 (suol2), para um estudo comparati-

va com sementes de endosperma normal (Su0f). Nesses dois

gendtipos foram analisadas as seguintes caracteristicas,

l - Pesos frescos e seco dos doils tipos de gehdosperma,parsa

estabelecer curvas cumulativas de matéria seca e A&gua
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{(umidadel.

2 - Nitrogénio total (nitrogénio proteico), para o estado de

aclimulo de proteinas nos endosparmas

3 - Fracionamentoc das proteinas do endosperma, para anali-

se das diferengas que ocorrem entre os dois gendtipos .

4 - Potessio, Magnésio e Fosfors, pare se verificar o efei-
to do endosperma duplo mutante nas concentracdes desses

elementos minerais.

5 - Composigao de amincdcidos do sistema vascular do pedin
tulo das esplgas. para se determinar as concentracdes
das diferentes fommas nitrogenadas, que sao transloca-

das para e formagédc das proteinas do endosparma.

6 - Composigédo de aminocacidos nos endospermas de ambos os ge-
notipos , para um estudo comparativo destas, com a com

posigac dos aminodcidos que sao transpertados pera a 58

mente.,

Todes essas informagles foram obtidas durante o

desenvolvimento do endosperma.



3 - MATERIAL E METODO

3.1 -~ Germoplasma ¢ técnica de polinizacéc

Nesse estudo foram utilizadas plantas dg uma cul
tivar de milho dencminada Nutrimaiz, desenvelvida por SILVA
et al (1978) e da cultivar Maya selecionada por MIRANDA et
al (1872). A cultivar Nutrimaiz & um sintético homozigoto
pera os genes sugary e opaque—2 , engquanto que a cultivar
Maya apresenta endosperma normal., A populagéo Maya normal
fol utllizeda para a sintese do Nutrimaiz, que corresponde

a 87,5% do germoplasma original desse material.

As plantas estudadas, foram cultivadas na Area
Experimental da Universidade Estadual de Campinas, em 1linhes
adjacentes de 10 m de comprimento, espagadas de 1 m, numa
densidade de plantic de 50000 plantas/ha. 0 experimente foi

fertilizado com N, 9205 e K20 em quantidades de B0, 80 e 30

kg/ha, respectivamente. As plantas do duplc mutante HNutri-
matz foram utilizades como fémeas, & as da cultivar Maya
normal como plantas fornecedoras de polem. As linhas das dues

cultivares foram plantades alternadamesnte na proporgac de
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dues linhas de Nutrimaiz para uma de Maya normal. Isso foi
feito de forma a facilitar o procsessso de polinizacao artifi

cial.

Sementes normais .e duplo mutantes foram produzl
das numa mesma espiga, utilizsndo-se separadaments,duas téE
nicas de polinizagac dupla. Uma delas, desenvolvide por SIL
VA e SANTORO (1872) & descrita a seguir.As pontes da inflor-
rescéncia feminina das plantas duplo mutante,protegidas an-
teriormente com saquinhos impermedvels, foram cortadas transg-
versalmente e os estilo-estigmas divididos em duas partes
iguais, utilizando-se um cartao de computador {figura 1) .
Apds 24 horas, tempo suficiente para que o estilo-estig-
mas atingissem aproximadamente 2 em de comprimento, uma das
metades fol polinizada com polem Sugary opague-2 e a outra
metade polinizade com polem normel. O duplo mutante , sando
raecessivo, quando autofecundado produz sndocspermas com gené
tipos susuzu eZe202, numa metade da gspiga & guando polini-
zada com polem normal produz endospermas com gendotipo Sususu
820202, com caracteristicas fenotipicas de semsntes normeis
na outra metade. 0 usc do normal heterozigoto e ndo do nor-
mal homozigoto para os dois genes nao aprasenta incovenien-
tes sérics, visto que aparentements esses genes naoc apresen
tam efeitos de dosagem sipnificativos (AYRES et al.1989 :
PAEZ et al., 1970). A polinizacdo dupla tem a vantagem de
produzir sementes com gendtipos difsrentes que serdo compa
rados na mesma espige durante o desenvolvimento do grdo. As
comparagdes, desse modo gém bem mals precisas gue agquelas

normalmente feltas entre gendtipos, em plantas difarentes
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Figura 1 - Técnica de polinizagéo dupla, utilizada para ob

tengdo de endospermas normais e duplo mutante
na mesma sspiga. ¥
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que dao cportunidade Fara o confundimento de efeitog genéti
cos no endosperma com outros efeitos fenotipices da planta,
Comparacgoes deg endospermas mutantes com tipos normais hetero
zigotos tem sido gfetysdas por alguns autores (SODEK g WIL~-

SON, 1970; ARNOLD et ql 1977).

A polinizagae duple, com a identificagao das duas
metades da espiga possibilita a coleta dos endospermas du -
rante as trés primeiras semanas de desenvolvimento da seméﬂ
te sem gualguer dificuldads. Se isso naa fosse feito nao
haveria condigdes de identificagdo dos doils gendtipos, pois
até esse estadgio os dois tipos de endosperma apresentam 0

mesmo fenotipo visual.

A partir da terceira semana apGs a polinizacio ,
os endospermas duplo mutante 38 sao Ffacilmente identifica-
vels. Isso parmitiu o uso de uma técnica de polinizagdo me-
nos trabalhosa para a obtengdo dos dois genotipes na mesme
egpiga,. Para tanto, polens de plantas normais g dg plantas
duplo mutante foram colgtados & misturados na proporcédo de
111 . Essa mistura de polens foil utilizade para » poliniza-
gao de plantas sugary opaque~2 . Esse método permitiu ainda
verificar se a viabilidade dos graos de polem dos doisg geng
tipos s3o semelhantes a pento de ndoc ocorrer competigdn en-
tre 0s tubos polinicaos, A frequéncia observada na propor
G20 de graos normeis e duplo mutantes nas espigas foi prati
camente de 1:1 , indicando auséncila de competicao entre os

dols tipos de grios de polem.

Usando essas duac técnicas, foram polinizadas a-

proximadamente 105 plantas adjacentes. As polinizacdes fo -
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ram efetuadas teodas no mesmo dia, para se dar as mesmas con
digces de dssenvolvimento aos endospermas. Espigas produzi
des com misture depolsns, & polinizagdo dupla podem ser vis

tas na Figura 2,

3.2 - Material para anélise

A amostragem dos endospermaes & dos pendiculcs
fol efetuada durante o desenvolvimento, em intervalos sema-
nais, iniciadecs aos 7 dias apds a polinizacgao (DAP). Cin. -
quenta sementes de cade gendtipo, retiradas do terco médio
de cada espiga, onde os graos sa3o mals uniformes, foram co-
letadas em 7 plantas diferentes, consideradas repetigdes ,
tomadas inteiramente ac acaso, aocs 7, 14, 21, 28, 35, 42 @
51 DAP. A maturagac fisioldgica detectada pelo aparscimanto
da camada de abciséo (black layer) fol cbservada no perfodo

entre 42 e 51 DAP.

Ao mesmo tempo em que foram coletadas as semen -
tes, dez peddnculos , incluindo agueles provenlientes dasg
plantas de onde foram retiradas as sementes, com aproximada
mente 5 cm de comprimento a partir da base da espiga, foram
cortados pera a extrec2o do exudato dos feixses vasculares .
As espigas & os pedlnculcs foram colocados imediataments am
uma ceixa de iscpor contendo gelo, para reducdo da ativida-

de fisiologica do material

3.3 - Preparagao dos endospermas



Figura 2 - Espigas obtidas atraves de polindracao dupla
‘ (direita) e através de mistura de polen normal
com duplo mutante na proporgdo de 1:1 (esquer-

dal.
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Das 50 sememtes .coletadss, 10 foram dissecadas e
seus endospermas utilizados para & determinagéo dos pesos
fresco e secoc. 0 peso secn foil determinade apds a sscagem

do material em estufa a 65°C durante dais dias,

As 40 sementes restantes, foram também disseca-
das e seus endospermas guardados em congeladar a -209C, Du
rante o processd de dissecagho as ssmentes forem sempre man
tidas em baixe temperatura, Logo apbs & Gltima coleta, aos
51 DAP, os endospsrmas foram liofilizados & moidos em um

moinho de bola Spexmill . As amostras assim preparadas fo-

ram armaszenadas em dissecador.

3.4 - Extragao de exudato do sistema vascular do peddn

culo da espigas.

A extragao de exudatos dos feixes vasculares de
varias espdcies de plantas superiores tem sido efetuada a-
través de técnicas gue consistem na coleta da seiva de wva-
sos individuais por meio de estiletes (KENNEDY e MITLER
1853}, ou através da expulsio ds lfquidos contido nos fei-
xes por meio de aplicagdo de presséo (ZIEGLER, 1968), ou
ainda seccionandc o caule s expondo o mesmo & atmosfera sa
turads, induzindo os vasos 3 exudacdo (BRENNAN et al.,1964),
Em geral sssas técnicas apresentam bons resultados em espé
cies de plantes da fam{lia Leguminosas cu em espécies que
apresentam peddnculos bastante herbdceos. Mails recentemen-
te fol proposte um método bem simples para a extracgan de

exudatos em legumincsas. Nesse método, corta-se a ponta do
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fruto o mails proximo possivel do pedincule e coleta-se © [
xudato por meio de tubos capilares (PATE et al., 1874;PATE
et al., 1975). Essas técnicas tem sido usadas com sucesso
em algumas espeécies (ATKINS et al., 1875; LORENZ,1375). En
tretanto nenhuma delas pode ser adaptada para a extragao
do exudato do pedinculo de esplga de milho, pols este apreg
senta caracteristicas bem diferentes daguelas das espeécies
até entdo sstudadas. No pedinculo de milho (monccotiledo -
neal, os feixes vasculares apresentam-se dispersocs na medu

la oferecendo desse modo, certa dificuldads para a extra -

¢do do exudato.

Bassando-se nos métodos acima citados, ideali -
zZou-se uma nova técnica para a extragdo do exudato, em mi-
lho. Essa técnica consiste ne extragio do exudeto, atravss
da aplicagdo de pressdo de vAcuo, como mostra a Figura 3 .
Cada pedinculo & colocado no supgrte 8 submetideo a uma pres
saoc de vacuo de 0,5 atm. A0 mesmo tempo, eplica-se 5 mi
de clorofdrmio no topo do nedinculo para facilitar o arras
te do exudate. Esse procedimente foi usado para cada um
dos 10 pedinculos, & o extrate final foi separado do cloro
formio através de centrifugacéo a 1000 g para facilitar a
separagdoc de fases., Em segulda o extrato combinado fol guar
dado em congelador & -20FC. Em cade estdgio do desenvolvi-
mento da espiga, o extrato combinado foi eproximadamente

de 1 ml de exudato,

3.5 - Analises quimicas o biloguimicas
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Figure 3 - Sistema para extracao de exudato dos feixes

vasculares do pedunculo de espigaes de milho.
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3.5.1 - Determinagéo de Nitrogénio Total

0 nitrogénio total do endosperms feoi determina-
do em um autoanaslisador Technicon, utilizando-se o siste-
ma de GERHKE, et al (1973} com algumas modificagles. Duas
repeticdes de 1od mg de cada amostra foram digeridas com é
cido sulfdrico, segundec o métodec de CONCON e SOLTESS (1873},
e 0 extrato dilufdo com 3gues distilada até o volume de 20
ml. O extrato assim preparado fol introduzido no autoanall
zador para a determinagdo de N total, segundo a reagao  de
BERTHELOT. Para a callbragdo do .aparelho forsm utilizadas
amostras de milho cem teor de N conhecido, determinado an-
teriormente pelo métode micrn Kjeldhal (Association of 0Of-

ficial Agricultural Chemists, 13970).
3.5.2 - Fracionamento de Proteinas

0 fraclonamento de protefnas foi efetuade segun
do a sequéncia D do método de LANDRY & MOUREAUX (197G) (Ta
bela 2). 0 nitrogénic das fragfes proteicas foi determina

do pelo mesmo método do nitrogénio total.

3.5.3 - Analise de aminodcidos

0s aminoacidos tanto do exudato como dos endos-
permes, foram determinados em um anelizador de amincdcidos,
segundo o sistema basico estabelecido por SPACKMAN et gl s

(1856), utilizando-se uma coluna equilibrade com icns Zn .



TABELA 2 - Sequéncia B do método de LANDRY-MOUREAUX (1970) para a

extragdo seletiva das proteinas do milho.

[ . . e Ak, e b o b, L s, S P S e ol b sl s

Tempo de agitacao

Solvente Fragao Proteica
{minutosg)
§0 Proteinas salino-
sollveis (albumi-
NaCl 0,5 M 4°C 30 nas, globulinas e
: 30 aminocacidos 11 -
vres)
Agua 15
15
30
IsPrOH 70% {v/v) 30 Zeina (Z-1)
ap
IsPrOH 70% (v/v) + 30 Glutelina-1 (G-1)
0,6% de 2-ME 30
- 60
Tampao borato pH 10+
0.5% da 2-ME 30 Glutelina-2 (G-2)
15
Tampao borato pH 10+ 60
0,8% da 2Z-ME+ 30 Glutelinae-3 {(6-3)
0,5% de LSS 15

IsPrOH = Isepropanol
2-ME = Z2-Mercapteoetanol

Lss = laurll sulfateo de sddio
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(PERKIN ELMER, 1871). Para o exudato, o volume extrafdo dos
pedinculos foi dilufde 5 vezes. Ouas aliquotas de 0,2 ml fo
ram utllizadas para a determinacao de nitreogénio. Umsa quan-
tidade equivalente & 70 Hg de N foi injetada na colunea para
@ determinagdo de sminodcidos, As amidas foram estimedes pe
las diferencas nas concentragdss dos Acidos glutamico e as-
pértico antes e apds hidrdlise com HC1 1IN, durante 3 horas
2 110°C. Com a hidrdlise, a asparigina e a glutamina 880
convertidas em acido espéartico e &cido glutamice respective

mente (SODEK e WILSON, 1371).

Para a determinagdo dos aminodcidos no gendosper-
ma, 100 mg da farinha liofilizads foi hidrolizada com 5 ml
de HCI B N 2 110°C por 24 horas. A hidrolise foi efetuasda
em tubos de ensaic com tampa, Nitrogénio gasosao fol borbu -
lhado nos tubos para substitulr o oxigénic do interior dos
mesmos e diminuilr & oxidagdo de alguns aminodcidos. Oepols
da hidrdlise, a solugio foi filtrada e 4 ml evaporados am
um evaporador rotatorio a 50°C, ats evapeoragao completa. Em
segulde foram adiciocnados 10 ml de agua distilada, segulin -
do~se nova evaporagdc completa. Esse processo foi repetido
por mails duas vezes para eliminar o Excesso de HCl. Final -
mente os aminodcldos foram ressclubilizedos em tampic ace-
tato pH 3,1 & ume quantidade equivalente a 70 ug de N foi
injetada na coluna. As guantidades de cads aminodcido foram
calculadas a2 partir da quantidade total de aminodcidos reci

perada.

0 triptofano nos endospermas foi determinado co-

lorimetricamente pele mdtodo de VILLEGAS e MERTZ (1971}, mo
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dificade por SILVERSTEIN {1978),

3.5.4 - Determinacdo de potéssio, magnésioc a fisfo
ro
0 potédssio e o magnésic foram determinados por

sspectrofotometrie de absorgao atdmica, sgegundo o método des
critc no catalogn PERKIN ELMER {1988), Para isse, 100 mg ca
ferinha liofilizade foi preperade através de gigestéo com
acido nitrico e perclérico. Apds a digestdo, o volume de ex
tratc fol completado pare 20 ml com dgua destilada, O extra
to final foi diluidc 20 vezes pars 2 determinacdo em espec-

trofotimetro,

D fosforo foi determinado no mesmo extrato des -
crito acima, utilizando-se o método da reacgdo do fdsforo
som acide molibdico-vanadato estabelecido por LOTT ef al R
(1958}. Esse método foi sdaptado no autoanalizador Techni -

can, para que as amostres fossem analisadas auvtomaticements,



4 - RESULTAROS

4.1 - Aclimulo de matéria seca, nitrogénio, Agua, potas-

sio, magnésio e fosforo nos endospermas.

As médias e os desvios padroes para as concentra
goes de N total, potdssio, magnésio, fosforo e porcentagem
de umidade nos endospermas sncontram-se na Tabela 3. A pre-
cisdo das comparacles entre os dois gendtipos de endosperma
deve ser considerada alta, daesde que os dois tipos, normal
e mutante ocorrem na mesma espilga, havendo assim uma varian

cia embiental minima.

A porcentagem de umidade decresce com a matura -
¢80 de endosperma, porem com padrdes bem distintos entre os
dois gendtipos. O duplo mutante suof apresenta umideade bhem
mais elevada que o tipo normal, principalmente nos estéagios

intermediarios do desenvolvimento da semente tendo sido grcontra-
das diferencas que variam de 46,4 a 84,2%, dos 28 a0s 42

DAP.

As concentragdes dos elementos minerais K, Mg =

P expressadas como porcentagem por peso seco do gndosperma,



FABELA 3 - Bomparaqgo entre o endosperma normal e endosperma duplo
mutante, quanto as quantidades de nitrogénio total, umi-
dade, potdssio, magnésio e fosforo, durante o desenvolvi

mento da semente.

diferenga co

Tipos de endospermas Eiﬁiﬁagzizj’ﬁ mo porcrzta-
ia
para valores gom da med
Componente DAP normal dp suo2 dp e do endosper-
ma normal
t
7 87,5 152 87,6 0.7 NS - Bl
14 73,3 2,0 77,7 1,6 *%* - 6,0
Umidade 21 57,1 3.0 66,8 1.8 *x w2
(%) 28 41,6 3,6 60,9 3,8 ko - 46,4
35 3653 it 60,0 9.7 ¥ - BH,8
42 20,3 e 37,4 6,5 % - 84,2
51 2150 2.8 2l r 4,5 ** - 31,8
7 3,88 0,38 3,98 0,13 NS ¥ 2,3
14 3,33 0,54 3,58 0,35 NS - 6,0
Nitrogenio 21 2,03 .22 1,83 0,24 NS 9,8
%) 28 2.11 0,37 1,87 v igya2 NS 11,4
35 1588 0,37 1,88 0,33 NS 0,5
42 1,82 0,32 1,70: 200,22 NS 6,6
El Y, 72 0,34 1,66 0,24 » 3.9
7 1,15 5 1,17 - = = o
14 0,88 0,04 0,93 0,04 NS - 57
Potassio 2% 0,81 0,02 0,94 0,04 Lt - 16,0
[ 28 0,30 0,01 0,92 0,05 *% - 2086,7
35 0,26 0,02 0,57 0,03 *k = 31852
42 0,18 0,01 0,43 0,05 *k - 138,89
51 0,16 0,02 0,25 0,04 *k =: 58,2
7 1397 = 2,02 i = - 2,8
14 a2l 0,16 1,23 0,10 NS = 1,6
Magnesio 21 0,51 0,06 0,69 0,04 *k <5353
{ %) 28 0,24 0,04 0,48 0,07 *¥ - 100,0
35 “Ereoy 0,04 4549 0,06 ** s
42 0,18 0,04 B 30 0,08 * - B8,7
51 0,13 0,03 0,24 0,04 e - 84,6
7 5.38 - 6,37 - = - 18,4
14 3,84 0,44 4,00 0,39 NS - 4,2
FEalare 21 1,75 0,21 2,44 0,18 *k il
(%) 28 0,92 0,16 182 0,20 *% = 07,8
, 35 0,78 0,25 1,56 0,29 b - 102,6
42 ;50 £,13 0,78 0,23 * - 56,0
51 0,36 0,15 0,60 0,07 * = BB, 7

Todos os valores de concentragao foram calculados em termos de por -
centagem por peso seco; DAP - dias apds a polinizagdo; dp - desvio
padrao; NS - nao significativo;: 4.4« - significativo a nfvel de 5%
e 1% de probabilidade, respectivamente.
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também diminuil tom o desenvolvimento da semente, com pe-
droes bem distintos entre ns doils gendtipos. Esses tres e-
lementos minerals apresentam concentragdes bem mais altas
no endosperma duplo mutante exceto nas duas primelras sems
nas apds a palinizagao. Essas diferengas assumem valores
de até Z00% para K, & 100% para Mg e P, principalmente du-

rante os estdgios intermedidrios da maturagdo da semente.

Enquanto » umidade ¢ os elementos K, Mg & P sao
bem mals elevados no endosperma suo?, as concentragbes de
N total s8c basicamente id8nticas para ambos os gendtipos,
apresentando uma pequena diferenga significativa somente
no Gltimo estdglo analizado. A porcentagem de nitrogénio to
tal decresce durante o desenvolvimento da semente, tendo sl
do encontrados, respectivamente, para os endospermas nor =
mal e suc?, velores de 3,898 a 3,98%, aos 7 0OAP, & de 1,70

¢ 1,66% aog 51 DAP.

Os componentes peso fresco, peso seco, agua, ni-
trogénio total, potassio, magnésio e fiosforo, expressos em
valores absolutos (mg/endosperma), eastado representados na
figura 4. Enguanto no endosperma normal o pesc fresco au-
menta até os 51 DAP, no endosperma suo? sle atinge o seu
valor maximo aos 35 DAP, diminuindo rapidamente, a pertir
dase estaglo até os 51 DAP. Entretanto o peso fresco & sig

nificativamente maior no sndospsrma suo2, dos 14 aos 35

DAP, e significativamente menor nos dols dltimogs  estagios

do dessnvolvimento da semente (Figura 4-A).

1 peso seco, como seria de se esperar, aumentou
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sempre com o0 desenvolvimento da semaente, O endosperma nor-
mal mostra uma taxa de acumulacdo da matéria seca bem maior
gue © endosperma 8ucf, a partir dos 14 DAP (Figura 4-8).53
quanto o peso fresco do duplo mutante apresenta valores a-
t& 30% maiores que o observado no endosperma normal (28
OAPY, este (ltimo chega a acumular 45% mais matéria seca

que o endosperma duple mutante (51 DAP).

Essa inversdo no acimulo de matéria fresca e sg
ca, ocorrida entre os dois tipos de gndosperma, determina
um elevado conteldo de dgua ne endosperma duplo mutante
Flgura 4-C). Comparando-se com o normal, ©o endosperma guc?
apresenta 41, 92, 105 e B1% mais dgua que o endospsrma nor

mal acs 21, 28, 35 a8 42 DAP, respectivamenta.

0 conteldo absolutc de N, por sua vez &bem maior
nc endosperma normal, acompanhando basicamente as mesmas dife
rences registradas no peso seco (Figura 4-DJ). As guentida-
des de K, Mg g P (Figurds 4-E, 4~F & 4-G) entretanto sao bem
malores do endosperma duplc mutente aecompanhando basicameﬂ
te as mesmas diferencas de peso fresco. Potdssio , Mg e P
ado, respectivamentg, 170, 92 & 74% maiores no  endosperma
suod, aos 35 DAP, Essas difersncas, tal como se verifica
com o contelddo de dgua, sfo malores Justamente nos esta -

gios intermediarios do desenvolvimento da semente.

As interrelagdes entre essas caracterfsticas i
sicas e guimicas dos dois tipos de endosperma, podem ser
facilmente visualizadas, comparando-se os coeficlentes de

correlagd@o simples mostrado na Tahsla 4. Enquanto a nitro-



TABELA 4 - Coeficientes de correlacaoc entre as caracteris-

e ittt

Peso
seco

Agua

Mg

ticas flsicas e quimicas dos endospermas normel
(valores superiores) e sugary opaque~2 (valores

inferiores).

B p—

Peso Peso
Agua N K Mg

Fresco SBCco

0,98

0,80

1,32 0,05

g,83 0,34

0,97 0,99 8,11

0,86 0,98 0,44

0,63 0,43 g,8a8z 0,45

0,90 0,81 0,85 0,686

6,71 0,54 0,72 0,58 0,82

U,88 0,61 0,84 0,687 0,88

0,58 0,386 0,88 0,42 0,88 0,05
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génio total encontra-se altamente correlacionado com o pe-
s0 seco do endosperma, com r = 0,85 e 0,98 paras os endos -
permas normal e suoZ, respectivamente, K, Mg e P estao al-
tamente correlacionados com o contelds de 3gua nos dois ti

pos de endosperma.

4.2 ~ Distribulgdo de nitrogénio mas fracdes pro-

teicas

Normalmente em estudos sobre o fracionamento de
proteinas em plantas, os resultados sao expressos na forma
de nitrogénio total correspondente a cade fragdo proteica.

Esses sistema também foi adotade neste trabalho.

Os dados correspondentes as concentrecgdes das
fragbes proteicas, obtidas pelc fracionamento de LANDRY~

-MOUREAUX, encontram-se na tabasla 5.

4.2.1 - Fracdo 1

A fragde 1, constitufda de protefnas salino-so-
luveis & aminodcidos livres (LANDRY e.MDUREAUX, 1370;30DEK
e WILSON, 1871:; ARRUDA et al, 1978) apresentam-se em con -
centragoes decrescentes durante o desenvolvimentc da semen
te, com um padraoc bem distinto sntre os dols gendtipos (Ta
bela 5). Além da diminuigéo ser bem mais répida no endos -
perma normal, atinge nivels minimos com concentragdes até
300% menor que no endosperma dupleo mutante aos 51 DAP., Em-

hora essa fragao predomine nos estagios iniclals da forma-



TABELA 5

- Distribuigao de Nitrogénio nas fragdes

proteicas

(porcento/N total) dos endospermas normal e suga-—

ry opaque-—2 durante o desenvolvimento dsa semente.

e e T~ o it .

FRACOES PROTEICAS

Erdosperma - —— e - -

DAP Fracdo I Zeina Glut. I Glut.IT Glut.IIT Resi-

duo

normal 7 65,8 ] g 11.1 17,2 5,3
suol 7 60,3 0 0 11,1 18,3 10,3
normal 14 28,0 25,0 3,8 14,9 23,9 4,
suol 14 45,6 3,5 2,9 16,8 27,9 3,2
normal 2] 14,7 22,4 5,1 23,1 28,6 5,1
suo 21 38,5 4,2 3,6 21,3 27,8 4,7
normal 28 10,0 29,7 6,0 22,1 26,6 5,5
sue s 28 28,9 6,4 4,2 23,0 30,0 7.3
normal 35 89,5 23,3 7,3 22,4 24,5 8.4
suo?d 35 27,1 5,5 4,9 25,5 30,5 .
normal 42 5.1 37,7 8,0 20,7 21,5
suo? 42 14,8 5,9 7,3 28,0 37,8 s
normal 51 5,2 38,0 3,0 16,0 24,2 7.8
suecl 51 14,1 8.5 9,5 24,8 34,0 9,3

s . S . by e ratt, 8

Total*

s i .

84,7
88,7

85,6
96,8

84,9
85,3

84,5
92,7

83,5
93,4

93,0
81,6

92,4
80,7

*Correspande a porcentagem total de nitrogénio extraido

-
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fao des semente, com concentracdes de 65,8 e 60,3% do N to -
tal aos 7 DAP, nos endospermas normal e suo? respectivamente,
ela cail para niveis minimos no final da maturacdo da semen-
te, representando cerca de 5,2 ¢ 14,1% do N total no normal

e duplo mutante, respectivamente.

Quando os dados séo expressos em valores absolu-
tos (mg/endospermal a fregdo 1 apresenta-se crescente ate
aos 35 DAP, caindo rapidamente & partir desse estdagio até o
final da maturagao, Fsse efeito & muito mais acentuade no
endosperma dupleo mutante que no endosperma normal ( Flgura
5-A). Em velores absolutos a fragdo 1 é sempre maior no en-
dospermsa duplo mutante a partir dos 14 DAP., Essas diferen -
Gas sac sempre superiorss a 100% do conteldo da fracao 1 )
contrada no endosperms normel. A fracdo 1 acha-se fortemen-
te correlecionada com o conteddo de agua e minerais em am -
bos os endospermas. Essa assocliagho € aparentemente ainda

maior no tipo duplo mutante (Tabela 6)
4,.2,2 - Zeinsa

Esse fragio, denominada Z-1 ou zeina verdadeiral
SODEK e WILSON, 1871), & sintetizada apenas a partir dos 7
DAP, nao sendo detectada antes desse perfiodo, em nenhum dos

dols tipos de endeosperma {(Tabesla 5).

A zeina € drasticemente reduzida no endosperma
duplo mutante, apresentando concentragdes que vao de 3,5 =
8,5% do N totel dos 14 sos 51 DAP, enquantso gue no endosper

me normal essa fragdc varia entre 25 e 38% do N total, nes-
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TABELA 6 - Coeficiente de correlagao entre a fracdo 1 & o
conteddo de &gua e minerais nos endospermas nor
mal (valores superiores) e sugary opague~2 {va-

lores inferiaresl}.
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se mesmo Intervalo.

A dindmice de sintese de zeina estd greficamante
representada na Figura 5-B, A curva de sintese desssa proteil
na & praticamente lingzar para ambos os gendtipos atingindo
guentidades bem superiores no endosperma normal. A diferen
ga de N total entre o endosperma normal & o duplo mutante
& praticaments igual a diferenga de zeina entre os dois ge-
notipos, principalmente a partir dos Z1 DAP {Tabsls 7). Fsg-
sa diferenca implice que o ganho em nitrogénio do endosper-

ma nermal em relegde ao duplo mutante, corresponde a zeina.

TABELA 7 - Diferences de N total & zeina entre os endospar-
mas normal e sugary opaque-2 durante o desenvol-

vimento da semente.

OApP Diferenca de N total Diferencga de zeina
{mg/endosperma) (mg/endosperma)

7 0 0

14 3] 0,18
21 0,28 0,33
28 0,63 0.78
35 0,78 0,89
42 1,45 1,36

51 1,37 1,31
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4.2.3 - Glutelina 1

Essa fragao protelca, tembém denominada de Z7-2
(SODEK e WILSON, 1971) ou ASG {PAULTS e WALL, 1977), a se-
melhanca de Z-1 ndo foi detectads em ambos os tipos de en-
dosperma aos 7 DAP. A glutelina 1 (Figura 5-C),apresenta u
ma concentragdo um pouco maior no endosperma normal nos es
tagics intermedidrios do desenvolvimento da sgmente, sendo
praticamente i1gual ao duplo mutante aos 51 DAP. Em valores
absolutos (mg/Endo) o endosperma normal apresenta uma quan

tidade maior de 6~1 a partir dos 14 DAP,

4,2.4 - Glutelinag 2

A glutelina 2 (G-2) spresenta uma concentragéo
semelhante em ambos os genctipos ate os 28 DAP {Tabela 5).
A partir desse estagio o endosperma duplo mutante apresen-
ts concentragBes um pouco mais slevadas que o gendosperma
normal. Em valores absolutes ocorre o inverso. O endosper-~
me normal apresenta uma guantidade maiocr de G-2 que o tipo

duple mutante (Figuras 5-DJ).

4,2.5 -~ Glutelinag 3

Juando tomados em concentragdes, os valores de
G-3 no endosperma duplo mutente sao bem malores que no en -
dosperma normal, principalmente a partir dos 28 DAP (Tabe-
la 5 ). Porem quando os valores séo EXpressos em valores

ahsolutos, praticamente ndo existem diferencas entre oY
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dois gendtipos para essa fracdoc proteice {Figura 5-£}.
4,2.8 - Residuo

0 nitrogénio residusl, apresenta guantidades se-
melhantes em ambos os gendtipos, tanto em concentracao {(Ta-

bela 5) como em valores absclutos (Figura 5-F),

4.3 ~ Contetde de aﬁihoécidos no exudato do sistema vas-

cular do peddnculo.

0 conteldo de nitrogénic e a composicéo de ami -
nodcidos do exudato do sistema vascular dos pedinculos du -
rante o desenvolvimento da espiga, encontram-se na Tabela B8,
A auantidade de N total do exudato diminui com a maturacao
da espiga, variando de 1,7 a 1,3 mg/ml, dos 7 aps 42 DAP .
respectivamente. Todos os aminecacidos que ocorrem nas pro -
teinas do endosperma (MOSSE et al., 1966; BAUDET, et al. |,
1866; SODEK e WILSON, 1873), estdo presentes no exudato,com
excessdo ds prolina. Isso indica que a proline & totalmente
sintetizade no endosperms. No geral a composicio de aminoa-
cidos permaneceu relativamente constante durente o desenvol
vimento da eapige, embora péquenas flutuagdes tenham ocarri
do para alguns aminoacidos. A argina diminuiu de 6,3 pare 2,1
mol% , dos 7 aos 42 DAP, enquanto gue a glutamina diminuluy
de 30,6 para 20,6 mol%, nesse mesmo intervale. Por putro la

do, a valina, metionina, isoleucina, levcine, tirosine e a2

nilalanina aumentaram levemente com o desenvolvimento da esg

plga. OUs aminodcidos restantes foram bem constantes. A glu-

tamine €@ o aminodeido translocado em maior guantldade para



TABELA 8 - Conteldo de nitrogénio e composigao de aminodcidos no
exudato do sistema vascular do pedunculo durante o de

senvolvimento da egpiga.

. Lo s b Al b, b e P o P Y, TN o

DIAS APOS A POLINTZACAQD

COMPONENTE - - . s e e e o o e e o 8 e o e B
7 14 21 28 35 42
Nitrogénio total 1,7 1.5 1.6 1,4 1,4 1,3
(mg/ml1)
Lis 4,4 . 4.8 4,0 5,0 4,4 2,7
His 3,3 4,4 2,8 3,2 3,7 5,5
NH3 6,2 4,3 5,3 6,1 4,3 £,6
Arg 6,3 5,5 3,8 1,8 2,4 2,1
Trp 4,5 5,3 5,2 4,5 4,8 2,7
Aap 8,1 12,1 12,6 7.8 10,1 8,1
Aminodcidoa Asn 5,5 6,5 5,6 5,1 B,2 7,8
(umo1/100 umal) Tre 3,9 3.5 4,1 5,7 4,1 3,7
Ser 6,1 5,6 6,3 8,1 5,8 7.4
Blu i,5 1,6 3,8 3,2 1,8 1,1
Gln 30,8 28,5 25,8 17,5 28,7 20,8
Gli 3.0 1,5 2.4 4,8 3,1 3.1
Ala 5.8 5,8 65,0 4,4 3,4 4.5
Val 3,2 3,1 3,4 6,0 6,0 5,1
Met a,9 4,8 0,8 1,3 1,7 1.4
Tleu 1,8 1,8 1,8 2,7 3,8 3,3
Lau 2,0 2,3 2,3 3,2 4,3 3,8
Tir 1,8 2,0 3,7 8,0 8,0 7.2

Fen 0,8 G,8 0,86 1.5 1,2 2,8




-54~

o endosperma. 0 acido aspadrtico & também, uma ‘importante
fonte de nitrogénio transportada para a sementes em desenvol
vimento, apresentando concentragfes gue oscilam em torno de

10 mol%.

A asparagina, em constraste com o gque ocorrs  em
leguminosas em geral {ATKINS et al., 1875; PATE,et al, 1875),
nac parece ser uma fonte de nitregénic muito importante Da-
ra o endosperma de milho em desenvolvimento, pois as concen
tragoes dassa amida oscilaram em torno de 6 mol%, durante o

desenvolvimento da semente,.

Uma das ceracterf{sticas mais importantes na con-
centragaoc de aminodcidos do exudato foi o alto nivel dos a-
minoacidos essenciais, lisina e triptofann, em relagédo as
concentracdes desses amincdcides ro endosperma. As concen -
tragdes oscilaram em torno de 4,5 e 4,9 mol% para lisina
e triptofano respectivamente. Embora os niveis dessos aming
dcidos tenham sido baixos aos 47 DAP, issoc parece nap refle
tir muito no endosperma, pois nesse estagic a guantidade de

N que chega a semente & minima.

4.4 - Comparagdo entre as composicies de aminoaclidos dos

endospermas normal e sugary opaque-2

Aos 7 DAP praticamente néoc existem diferengas
na composicao de amincédcidos, entre os dois tipos de endos-
permas (Yabela 9). Entretanto podemos notar diferencas bem

contrastantes, quando comparamos ambos os endospermas com o



* wugezoad ep ojueszod we o¥ise SOpRP SO ° SJUSWROTIZSWIIOTOS OpEUIWISISp 1oz diL O ‘SO

71 ¥’'Q p'1 80 g1 670 9't 0'T 6°1 z't £'T T°T 71 gt darL
T’¢ 9'¢g 8‘'z £¢ vz 'y 9'z L't £'g e Tz sz L't LT usg
£'¢ vz £z v'e 8’1 i'c Tz s‘e 6'T £z £4T £°T T 0°t ITL
€'g L’sT  §'s L‘sT  6'g €'sT  &'s List 'L TYLT E'L gzt ¥'s9 zZ'9 noy
L't £¢ 7'e 9'g z'e z'c Tie gig a'g £'¢ > o'y z'¢ z'¢ neTl
5°T 71 Tt T z't $¥'1 P ¥t ¥ LT v £°T T Tt 389
6°g L'% Lig 0’'s £'s 'y g¢g L'y 09 T's 6°a 9‘g g‘g L's 1BA
81 g0 6't 80 g‘g ¥0 ?’0 gg ¥0 540 - €0 - - 5TD
80T ¥'TT 0T  S'TT  2'%T  L70T €T Z7TT 2'Scl  9'TT z2'%T  L°ST  6°GT  6°LT BTy
1°6 &§'% &L g's T'L 'y 379 0‘s LiL g’y 3L L9 £y £e IO
zTT 8Tt €IT  8°TT 1I'0T ¢‘TT 6's 91T 0‘sg L0 TL 8°‘s Lis 8¢ oad
vRT g8T  8'vT 8°LT  2'8T 9°LT  £f3T  8fLT  vfzz  v'8T  t£fzz 94T &'z 0'sz %)
6°¢ 0's 8'g 6'S ¥'g Lis L's 8'g sig 0%g g4g 9 Lis 09 I9g
£% g 'y L's g’c vie z'% 8¢ o'y L'g g§¢ 6°¢ 6¢ 6°¢ BIL
2‘g 8’g 0's 1'g 2’8 19 £'sg ¥'g L's Ség $'g 6L S8 £g dsy
Py gz g'¢ s’z z'¢ 0°g z't L'e 't L'z 0'¢c L'z Lz L’z Bay
9'e 'z L'z £'e Tz 1€ 6°T £t ¥ 81 0°T 01 6°T 81 STH
6°% LT 1’y gt Ty 'z vy z'z 0's o't ¢y Gl¢ ¢’y 5% 811
TOns  [RUIOUW  ZONS TRUIOU  zons TBWIOU ZONE [RPEIOU gOnNS TERWIOU zons  TRWIOU zOons  TRLICU S0pIoR

15

&7 Gt gz TZ T L =Sy

CYNZINTIOE ¥ sodvy  Svid

*HIUSWSS BP OJUSWTATOA

desep © syumang ‘gz-onbods Aavéne o TEwIou seuIsdscpus sou {gTouW) soptogoutwes =p oedisodwcl - § VIEAYL



-55-

exudato (Figura 6). 0 aumento no pice de amdénia em ambos os
genotipos, representa & soma do N amidico da asparigina =
principalmente da glutemina , liberado durante & hidrSlise &-
cida & qual foram submetidos os endospermas. Isso pode ser
deduzidé, a partir da baixa quantidade de amdnia livre gue
é translocada para o endosperma confirmando a 1déla de ague
8 amdnia, detectads em aminogramas pode ser considerada N a
midico (INGLIS et al, 1974)., O aumento nos picos dos &cidos
aspartico e glutémico nos endospermas em relagdo a0 exudsto

se deve também e hidrdlise de suas respoctivas amidas.

J& ace 7 DAP, ocorre em ambos oe endospermas  um
aumento elevado de alanina, prolina, isoleucina o leucina e
eam menor escala de gliicina, valina e fenilalanina, em rela
a0 28 concentracles encontradas no exudato (Figuras B-A
E-8B, B-C e Tabelas & g 8}, Nos aminogramas de endcsperma
ndo aparece o triptofano, pois ests aminodcido § oxidado du

rante a hidrdlise dcida.

Acs 14 DAP, notamos uma diferenciacao na compesg
ga8o de aminodcidos entre os endospermas dos dois gendtipos.
A leucina aparece numa proporgdo muito maior no endosparma
normal ques no duplo mutante { Figuras 7-8, 7-C e Tabela 9) .
Nesse estdgio, a lisina aparece com uma concentragaoc menor
gque no estdgic anterior no endosperma normal, enquanto gue
no endosperma duple mutante permanece constante {Tabela 8.
Em contraste, a leucina no normal, tem praticamente o do -
bro de concentragde do duple mutante {(Tabela 9}, Esse salto
no conteldo da leucina pode ser associado ac salto na sintg

se da zeina dos 7 aos 14 DAP, visto que esse aminosdcido o-
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corre em altas concentragdes nessa protefna (MOSSE et al R
1566; SODEK e WILSON, 1871). O triptofano por sus vez dimi
nul em coneentracao no endosperma normal, porem permanece
constante no duplo mutante durante o desenvolvimento do en

dosperma (Tabela 2). Os outros aminosdcidos sdo praticamen-

te idénticos em ambos os endospermas.

Essas caracteristicas de aumento de leucina e di
minuigde de lisina no endosperma normal, =sao acentuadas
durante todo o processo de desenvolvimento do endosparma (

Figuras 6 e 9 e Tabela 9),.

Uma andlise detalhada da Tabels 9, mostra algu-
mas diferencas na composicgao de aminodcidos dos dois tipos
de endosperma. Como pode ser visto, alguns aminoacidos man
tem-se em média constantes & em concentragbes semelhantes
em ambos o0s gendtipos, durante o desenvolvimento da semen-
te. Assim temos a histidina, com 2,1 mol% no endmspermanq;
e 1.8% mol% no sue?; arginina , 2,7 mol% no normal e 3,3
mol% no suo2; treonina, 3,6 mol% neo nrormal & 4,0 mol% na
suoz; serina, 5,0 mol% no normal e 5,6 mol% no suo?: glici-
na, 5,4 mol% no normal & 7,5 mol% no suo?2; velina, 5,0 mol%
no normal e 5,7 mol% no suo2: iscleucina 3,4 mol% no nor -
mal e 3,3 mol% no suol. Por outro lado, a2lguns aminodcidos
diminuem com o desenvolvimento da semente, como € o caso
do acide aspartico, apresentando uma diminuicado de 8,3 pa-
ra 4,8 mol% dos 7 ace 51 DAP no endosperma normal, porém
mantendo-se em nivels constantes a0 redor de 8,5 mol% no

sendosperma guol. 0 Acido glutdmico apresanta uma diminpui-
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¢doc ao longo'da maturacaoc observada somente no endosperma
suoz. A alanina diminuiu des 7 ass 14 BAP, apresentando con
centragdes constantes nos estdgios restantes no endosperma

normal. No endosperma z - -
: sper suo @ alanina & constanpte atd os 35

DAP, diminuindo a partir desse estdgio. A prolina, aumenta
de concentragdo dos 7 aos 14 DAP permanecendo constante a

partir desse estagio em ambos os gendtipos.

4.5 - Conteldo dos aminodcidos no Endosperma: Estimado

vs Obsarvado

Baseando-se no conteldo de aminoacidos do pedin-
culo e calculando-se o fluxo dos mesmos para o endosperma,a
partir das taxas ds acumulacao de nitrogenio, a quantidade
de aminodcidos preformados que entram no endosperma, foi es
timade e comparada com os niveis dos mesmos no endosperma .
Como os dois gendtipos de endosperma, foram intencicnalmen-
te produzidos na mesma espiga, essa comparagio fica meils pre-
cisa, visto gue as formas nitrogenadas translocadas para os

dols tipos de endosperma sdo exatamente as mesmas.

Esse método de estudo foi aplicado somente para
alguns eminodcidos, visando principalmente aqueles qgue apre
sentam uma alts taxa de sintese ou catabolismo, procurando
assim evidenciar a agdo dos genes sugary e opague-Z no con-

trole desses processos,

4.5.1 - Aminodcidos da famflia do aspartato.

Os aminodcidos da famflia do aspartato tem a sua

biossintese bem definida em varios procarictos e em algumas
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espécies de plantas superiores. Recentemente, essa via meta
bolica foi evidenciada em endosperma de milho [(HENKE e WAHN
BAECK, 1877; GENGENBACH, et al., 1978). Um esquema Simplifi
cado da sintese dos aminodcidos & partir do aspartato & mos

tradc na Figura 10,

ASPARTATO

Aspartokinase ATP

v
B-ASPARTOFOSFATDO

Aspartato semialdeido

desidrogenase NADPH

1)
ASPARTATO B-SEMIALDE TD () mmemi

LISINA
Homoserina
desidrogenass NADPH
|
HOMOSERTINA
¢
,D -~ FOSFOHOMOSERINA

METTONTNA TREONINA

ISCLEUCTHNA

FIGURA 10 - Biossintese dos aminodcidos da familia do aspar

tato,
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As figuras 11, 12, 13, 14 g 15 mastram as gquan-
tidades estimadas e observadas do aspartato e seus deriva-
dos. O aspartato, (Figurall) esta representado como Asx
MOUREAUX e LANDRY, 1972}, correspondendo 3 soma do adcido
aspartico e asparigina., Esse agrupamente se faz necessario
tendo em vista que a asparagina do endosperma é convertida

em acido aspdrtico durante a hidrélise &cida,

A quantidade de Asx translocada é bem maior que
aquela que se encontra incorporada no endosperma, para am-
bos os genfitipos. Isso indica gue uma parte do Asx translo
cado para o endosperma em desenvolvimento & catabelizado .
Entretanto se compararmos as figuras 12, 13, 14 & 15 com a
figura 11, versmos que apenas 30% do Asx catabolizado & a-
parentemente utilizaedo para a sintese dos aminoédcidos da
familia do aspartato. Essa estimativa foi efetuada a par -
tir das quentidades sintetizadas desses aminodcidos, gue
consiste na diferenca entre as quantidades estimadas e ob-
servadas. £ importanmte ressaltar gue essas estimativas con
sistem no ganho ou perda 1iquida de cada aminodcido. Elas
nos dao, em linhas gerais, uma idéia do metabolismo i1{iqui-
do de amino&cidos no endosperma, nac podendo ser assumidos,

obviamente, como valores absolutos.

Entre os aminodcidos da famflia do aspartato, e
também considerado nutricionalmente de fundemental impor -
téncia, encontra-se a lisina (Figura 10), Esse aeminodcido
apresenta diferengas marcantes quanto ao padrac de translo
‘#agdo e aclimulo entre os endospermas normal e sugary opa -

que—2 (Figura 12). Enquanto as guantidades de 1isina por
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endosperma, estimadas e observadas, apresentam curvas de a
cimulo similares para o endosperma duplo mutante {(Figura

12-A), para o endosperma normal os valores estimados SA0
cerca de 2,5 vezes maelores que os valores ohservados,a par
tir dos 21 DAP (Figura 12-B), Isso indica uma alta taxa
de catabolismo desse aminodcide no tipo normal, o gue nao

ocorre no duplo mutante.

A metionina, outro aminoacido essencial com bai
xo teor no endosperma de milho, esta representada na Fligu-
ra 13. Embora as quantidades observadas desse aminoacido
estejam subestimadas devido a oxidagdo do mesmo durante a
hidrdolise 4cida, pode-se notar uma aparsnte sintese desse
aminoadcido em ambos os endospermas. Isto pode ser deduzido,
visto gue as quantidades observadas s3o0 malores que as quan
tidades estimadas, ndo havendo diferencas nos padrdes de a

cumulo entre os dois tipos de endosperma.

A quantidade estimada de treonina ¢ aparentemen
te igual 3 quantidads observada para ambos os genétipds(F}
gura 14). Com base nesses dados poderfamos eoncluir que néo
existe sintese desse aminodcido no endosperma, sendo a quan
tidade translocada suficiente para a sintese de proteinas.
Entretanto, como pode ser visto na Figura 10, a treonina
€ precursora da isoleucina. Esta por sua vez, apresente ga
nho liguido de sintess (Figura 15). Portanto, além de trans
locagdo de uma quantidade de treonina semelhante aquels in
corporada nas proteinas do endosperma, deve existir uma
certa taxa de sintese desse aminodcido, para que a quanti-

dade em excesso sirva como precursora para & sintese de {1



soleucina.

Admitindo ngue a via do aspartato realmente ocor-
re de maneira como estd representada na Figura 10, podemos
concluir a partir dos dados obtldos gue dos seus aminoaci-
dos derivados, somente a sintesse de lisina, apresenta-se sob

o caontrole do duploc mutante.

4.5.2 - Acido glutdmico, glutamina, lsucina g ala-

nina

A glutamina é o aminodcido translocado em maior
quantidade para o endosperma (Tabela B8}, No endosperma, a
glutamina é transformada em acido glutamico {SODEK e SILVA,

1877}, segundo a reacao:

2 Oxoglutarato + NAD(PIH ¢Glutamina 4+ 2 Glutamato + NAD(P}

A figura 16 mostra as quantidades estimadas e ob
servadas do acido glutdmico mails glutamina (G1x). Aqui, a
exemplo do aspartato, os dados estimsados representam a soma
de Gln e Glu. Como podemos observar, as guantidades estima-
das sdc mailores que as quantidades observadas, sendo essa

diferenga semelhante para ambos os gendtipos.

A leucina e a alanina, sdo os dois  aminodcidos
mais sintetizados no en&osperma(Figura 17 e 18). Isso pode
ser deduzido pelas diferengas entre as quantidades estima-
das e observadas. Para a alanina as diferengas sdo semelhan
tes em ambos os gendtipos., mas para a leucina as diferengas

-

sao bem contranstantes. A curva de sintesec desss aminoaci-
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dos € 2 2 3 vezes menor no endosperma duplo mutente (Figura
17-A). Essa diferenga pode ser atribuide a diferenga de zel
na entre esses dois tipos de endosperma, tendo em vista que

gssa protelna é rice em leucina.
4.5.3 - Triptofano

0 triptofano, outro aminodcido essencial com bai
xo teor no milho, tem sido pouco estudado em plantas.Apesar
de existir uma certa correlacdo sntre esse aminoacido e a
lisina em endosperma de milho, pouce se sabe sobre o eontro

le da sua biossintese nesse tecido.

Us resultados obtidos neste trabalho dao alguma
evidéncia do controle do conteddo de triptofano em endos -

perma de milho. Como pode ser visto através da Figura 19 ,

ocorrem diferengas extremamente grandes entre as guantida
des estimadas e observadas desse aminoacido. Tanto para o
gndosperma normal, como para o duplo mutante, cerca de 75 a
a 85% do triptofano translocado, € provavelmante cataboliza
do dos 14 aos 51 DAP. A exemplo da lisina, esse aminoacido
deve ser sintetizade em outras partes da planta, provavel -
mgﬁte nas folhas, e transportadm para o endosperma em desen
velvimento. No endospsasrma uma grande porgac desse amineéci
do €& catabolizada. Porém, ao contrdrioc de gue ocorre para
lisina esse catabolismo parece ndc estar sob o controle do

gndosperma duplc mutante.
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5 - DISCUSSAO

5.1 - Interrelagdo entre as caracter{sticas Fisicas‘ =]
quimicas do endosperma, durante o desenvolvimento

da semente.

0 estudo dos componentes gue constituem o endos
perma de milho durante o desenvolvimento da semente , tem
5 constituido num excelente método de anadlise para compre
ensdo do metabolismo dindmico desse tecido, tanto do ponto
de vista das interrelacgdes antre csses componentes , como
também da agdo de alguns genes no metabolismo da semente ,

Dados obtidos durante o desenvolvimente da semente, dao

Ic

ma idéia da agdo dos genes ao longo da formagdo do endos

perma.

0 aclimulo de nitrogénio proteico no endosperma
tem merecido consideravel atengdo, visto gue o aumento da
proteina nesse tecido pode refletir-se numa elevada valori
zagao dos cereais em geral, utilizados tanto na alimentg

gao humana, como animal.
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Em varics palses , os programas de melhoramento
de plantas tem dado atengao espaecial para a elavagao da
qualidade nutritiva dos cereels atraves do aumento da con-
centragao de proteina e pela alteragdo da composicae de a-
minodcidos das mesmas, visando elevar ¢ teor de lisina e
cutros aminoadcidos essenciais. O maior problema nesse pro
grama consiste em se conciliar a maior produgéo de graos
cum 0 aumento ou melhoria da qualidade nutritiva da protel
na. Um dos problemas fundamentais, € que & concentracao de
protelnas encontra-se inversamente correlacionada coma pro
dugdo de grdos (NARAHARI et al, 1978). Por outro lado o au
mento de proteina reguer um alto custo ensrgético para al-
terar o equilibrioc da produgado de carboidratos o proteinas
do endosperma de cereals (BHATIA e RABSON, 1876}, Um aoutro
problema ainda maior & guando se aumente a proteina do en-
dosperma, eleva-se a concentracgdo de zeina (HANSEN et al ,
1846), em detrimento das outras proteinas. Com isso, dimi-
nuiu-se o conteldo de lisina no endosperma, baixando assim
2 quelidade nutritiva do produto (FLYNN et al., 1954;MALTK,
1873; DECAU e PUJOL, 18974; PERRY e OLSON, 1975;TSAI et al.
1878). Em fungdo disso, a quantidade de lisina no endosbeg
ma apresenta-se negativamente correlacionada com a gquan-

tidade de proteina (DRAPER, 1975),

Um outroc aspecto interessante pode ser inferido
quando se estuda o acimulo de nitrogénio em mutantes que
bloqueiam a sintese de amido no endosperma. Quase todos es
588 genaes apresentam uma dréstica redugao no peso da semen

te, porém mantendo a concentragdo de nitrogénioc no endos -
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perma (MISRA et al., 1972; ARRUDA et al., 1978; SILVA et
al., 1878). Além cisso, a sfntese de zeina e diminuida, a
taxa de nitrogénio soldvel e glutelina aumentam, aumentan
do assim o conteldo de lisina no endosperma (MISRA et al,
1872; MISRA et al., 1973: DALBY o TSAI, 1875; ARRUDA et
al., 1978). Quando consideramas o nifrogénia proteico do
endosperma em valores absolutos, notamos que em vista do
baixc peso do endosperma, ele & drasticamente menor (DAL-
BY e TSAI, 18975; ARRUDA et al., 1978). Assim, se comparar
mos cs efeltos desses mutantes, com o efeito do aumento
de nitrogénio no endosperma normal, veremos que existe u
ma certa correspondéncia, porédm no sentido inverso. Se de
um lado, no endosperma normal o aumento ds nitrogéniccqg
sa um aumento de zeina e diminuigdo de lisina, o inverso
ccorre nos mutantes de carboidrato. Nestes, uma severa di
minuig¢do no conteddo de nitrogénio deve ser responsavel
por certa diminuig8o no contaddo de zeina. Entretanto, o
problema consiste em identificarmos atd onde o efelto des
ges genes se processa a nivel fisiolégico, indireto,ou se
€ um efeito direto dos mesmos no metabollismo de nitrogse -

nio da semante.

0s resultados obtidos no presente trabalho en-
volvendo o efsito do duple mutante suc?2, nas caracteristi
cas fisicas g gquimicas do endosperma, podem auxiliar o en
tendimento do controle do metabolisme de N noc endosperma.
C material analisado & bastante adequado para esse tipo
de gstudo. pois no duplo mutante, além do efeito de gene

o2, eondicionando a redugédc da zeina no endosperma, mani-
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feste~ss também o efelto do:géhe Bu  duja principal carac
terfstica & blcquear a sintese de amido no endosperma {CREE

CH, 1888; TSAI et al., 1970:; SHANNON s CREECH, 1873),

0 aclmulc de N embora aparentando um mesmo ti-
po de curva assintotica, e bem manorf no duplo mutante do
que no tipo normal {(Figura 4-D)}. Essa diminuigado se proces
sa & semelhanca da diminuigéo observada para o peso seco f
Figura 4-B). A taxa de incorporagac de N diminuindo no du-
ple mutante pode acarretar numa diminuigdo na sintese de

zelna nesse endosperma.

A porcentagem de nitrogénio por matéria seca
(N/MS] (Taebela 3) & muito semelhante em ambos os genotipos, du
rante o desenvolvimento da semente. Como o endospermade mi
lho, & constituldo em gquase a sua totalidade por carboidra
tos e proteinas, a relagdo N/MS pode ser inferida como re-
lagao N/carboidrétos. Assim, os dados sugerem que a rela-
g8c entre ssses dols componentes constitue -ge em um meca-
nismo 1importante para a formagdo da semente, pois ela ndo &
modificada mesmo no duplo mutante. Em vutras palavras, o 8
quilfbrio energdticc, citado por BHATIA e RABSON (1876),pa
ra a produgdo desses dols componentes deve ser extremamen-

te rigido, pols ndoc & alterado nem pelc mutante gque atua

na sintese de amido no endosperma.

Se por um lado, a associagdo entre o nitrogénio
8 0 peso seco apresenta-se bem estreita, com coeficientes
de correlagdc de 0,99 para o endospesrma normal, e 0,88 pa-
ra ¢ duploc mutante (Tabela 4}, a assoclagac entre N e peso

fresco & menor, principalmente no duplo mutante. Isso pode
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ser facilmente entendldo, visto que o peso fresco apresen-
ta a componente dgua/endosperma, a qual estd fracamente cor
relacionada com o conteldo de nitrogénic (Tabela 4).Por ou
tro lado, o conteddo de Agua, sendo muito maior no duplo
mutante (Figura 4-C), reforga ainda mais & idéia da associ
agdo N/MS, mostrando que o influxo de N no gndosperma pare
ce ndo ser dependente da quantidade de dgua, pols se assim
o fosse, o duplo mutante deveris apresentar maior ‘conteddo

de N gue o endosperma normal,

Dessa maneira, com base nos dados obtidos poder
~se-1a sugerir gue o baixo conteldo de zsina no endosperma
duploc mutante (Tabela 5 e figura 5-B)} & resultante de um &
feltoc direto do gene opaque-2 e de um efeito indireto cau-
83do pelo gene su gue reduz drasticamente a taxa deg inle

x0 de N no esndosperma.

Outra fragao proteica, que apresenta diferengas
marcantes entre os dois tipos de endosperma é a fragéao 1
(Tabela 5 e figura 5-A), Ela é bem meior no duplo mutante,
principalmente nos estagios intermedidrios do desenvolvi -
mento da semente. Essa fragdo proteica estd correlsacionada
com o conteldo de agua e minerais no endosperma, principal
mente no endosperma duplo mutante (Tabela 6). Alguns auto-
res tem sugeride que a fragdo 1, funcicna como precursorea
da zeina (LANDRY e MOUREAUX, 1972; SODEK e WILSON, 1970) .
No duplo mutante a sintese de zeina sendo severamente dimi
nuida acarretaria um‘acﬁmulo da fragado 1 no endosperma. Es
se aclimulo da F.l pode determinar, em assoclacao com ou -

tros fatores uma diminuigdo no potencial osmdtico do endos
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perma, causando um aumentec no conteddo de agua.

As gutras fragdes proteicas apresentam taxas de
sintese semelhantes nos dois tipos de endosperma (Figura 5),
principalmente a glutelina 3 (Figura 5-E), que coerrgsponde

& segunda fracdo proteica do endosperma em gquantidade,

Enquanto o acdmulo de nitrogénio apresenta - se
fortemente ligado ao acidmulo de matéria seca no endosperma,
o potéssio, magnésio e fosforo mostram um padradc de aclUmu-
lo bem constrastante em relagao ao N, mostrando diferengas
extremamente grande nos doig tipes de endosperma {Figura 4).
Potdssio, magnésio e fosforo {Figuras 4-E, 4-F ¢ 4-G, res-
pectivamente) apresentam-se fortemente correlacionados com
o conteudo de Agua no endosperma (Tabela 4).Essa associa -
¢80 & bem mais estreita no duplo mutante, em fungdo da sua
maior quantidade de &gua. Alguns autores tem demonstrado
gue o mutante opaque-2 também condiciona maior conteddo de

dgua e minerais no endosperma [(ARNOLD et al, 1877a; ARNOLD

et al, 1977b; BAUMAN, 18975; GOODSELL, 1868; ELMORE, 1970).
Entretanto esses trabalhos deixam dividas se essa associa-
40 € causada por um efeito direto ou indireto do mutante
rice em lisina. 0s dados aqui obtidos, embora nde tenham per
mitido uma andlise do efeito do gene opaque—2 ilscladamen-
te, sugerem que a agéﬁ desse mutante no conteddo de mine -
rais no endosperma, & provavelmente do tipo indireto. No
duplo mutante o aclimulo de polissacarfdeos solivels (CREE-
CH, 1968; SHANNON e CREECH, 1873), e da fracdo-1, cujo’ con
teddo é repressntado em média por 50% de aminodcidos livres

(ARRUDA et al., 18978), acarretaria uma maior entrada de &-
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gua no endosperma, que assim transportaria uma maior quan-

tidade de minerais para a semente.
5.2 - Biossintese de aminoacidos

Os eminoédcidos da semente podsm ser derivados
de varias fontes. Em plantas anueis, o desenvolvimento da
semente & frequentemente acompanhado pela senescénocia das
folhas, e durante esse processc as proteinas sao hidrolizg
das e os produtos translocados para &a semente em desenvol-
vimento (BEEVERS, 1976). Entretanto, a composicae das pro-
teinas das folhas diferem do peol de nitrogénic soldvel da
semente, o que revela a necessidade de catabolismo de al -
guns aminoacidos e sintese de outros para que se atinja um
pool adequado, para a sintese de proteinas do endosperma .
U componente nitrogenado para a sintese de aminodcidos po-
de ser derivado de grupos amino das amidas gque s&o translg
cadas para a semente, podendo os esgqueletos de carbono se-
rem fornecideos pelos carboidratos translocados {BEEVERS ,

19761,

Estudos recentes, tem revelado gue as amidas glg
tamina e asparagina comportam-se como transportadoras de
N para o endosperma, doando-o numa reagdo catasbolizada pe-
la glutamate sintase (glutamina oxcglutarato amino transfe
rase ou GOGAT), no casc da glutamina, ou pels asparagina -
8e, no caso da asparagina (MIFLIN e LEA, 1977; MIFLIN e

LEA, 1878; ATKINS et al, 1875),

Esses estudns sobre o transporte de N, tem sido
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conduzidos através da andlise do exudato que € transloca-
do para as sementes em formacao (PATE et al., 1864; PATE
et al., 1874; PATE et al., 1975; ATKINS et al., 1875; LO-
RENZ, 19876). Com isso tem sido possivel demonstrar em va-
rias espécies de plantas, que as formas nitrogenadas Gln
e Asn, sa0 as principais fontes de N para as sementaes, e
sdo translocadas em concentragdes que variam de 35 a 70%
do N total. Porém a relagdo entre essas duas amidas varia
de espécle para espécie. Enquanto em leguminosas em ge-
ral a Asn & a malor forma nitrogenada translocada para a
semente (ATKINS et al., 1875: PATE et al., 1975) em toma-
te a Gln &€ o aminodcido mais tranelocado para o fruto {Lg

RENS, 1878},

Nesse trabalho procurou-se determinar a compo-
sigdo de aminodcidos que € translocada para a formagéo das
proteinas da semente, & compara-la com os aminoacidos in-

corporados nas proteinas dos dois tipos de andosperma.

A maiorlia dos trabalhos sobre o transports de
N para os Orgaos reprodutives em formagao, tem sido basea
dos ne exudato do xilema. Entretanto, PATE et al .,(1975),
mostraram que na nutricadoc da semente de Lupinus, o N &
trarslocade via floema em quantidade , 10 a 20 vezes mai

or que o N carregado no xilema,

Neste trabalho, para testar se o exudato repre
senta o xilema cu o floema, ou ambos ., usou-se marcadores
que atuem como indicadores de cada um desses sistemas vas
cularss, segundo PATE et al., (189B4) e PATE et ql,(1975) .

Assim do exudetc coletade de pedinculo das espigas, deter
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minau;se o conteldo de sacarose, indicador do exudato deo
floema, e nitrato que garacteriza o exudato do xilema. Os
agﬁcares'reddtcféé e sacarose foram determinados pela di-
ferenca na guantidade de aglcares totais antes e depois da
hidrélise com HC1 1N, através do acido 3,5-dinitrossalici
lico (McCREADY et aql., 1974). O nitrato foi determinado

pelo método do &cido fenoldissulfdénico (GALLD e LOTT, 1865}

0 exudato do pedinculo das espigas mostrou uma
concentragdc de 120 mg/ml de sacarose, 36 mg/ml de agica-
res redutores e 178 mg/ml de nitrato. Isso indica que a a
mostra & constitufda de exudates tanto do xilema como do
floema, A presenge de acuceres redutores parece Indicar
a ocorréncia de alguma contaminag3o que poderia surgir tan
to das células da medula, onde os pedlnculos foram secclo
nados, como tambeém em decorréncia da inversac de sacarose

durante o processo de extracdo,

Como tinha sido previamente sugerido por SODEK
e SILVA (1877}, com base na atividade da GOGAT, em milho,
a glutamina € o aminodcido transportade em maior quantida
de para o endosperms (Tebela 8. Esses resultados, pode -
riam explicer o alto nivel de glutamina livre encontrada
no endosperma {SODEK e WILSON, 1871; ARRUDA et al.,1878 )
que aparentemente acha-se associado 3 alta atividade da

GOGAT no endosperma (SODEK e SILVA , 19771,

0 dcido aspadrtico demonstra ser também uma im-
portante fonte carregadora de N paras o endosperma, ao pas

80 que a asparagine, em contraste . com o que tem sido en-
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contrade em legumincsas (ATKINS et al., 1975; PATE et al.
1875) tem pouco signi?icado no transporte de N (Tabels 8 )

em milho.

Quando se compara as formas nitrogenadas trans-
locadas, ﬁom aquelas que se encontram incorporadas no en -
dosperma (Flguras 11 a 19) notamos que alguns aminodcidos
sdo sintetizados em grande extensado no egndosperma, enquan-

to ocutros s8c catabolizados.,

Como pode ser viste na figura 11, a quantidade
de Asx translccada paraea e semente & bem maior que a quanti
dade enconfrada no aendosperma, principalmente no endosper
ma normal (Figura 12-B}. Neste tipc s quantidade transloca
da chega a ser aproximadamente duas vezes maior que a guan
tidade observada. Fica assim aparentemente demﬁnstrado a
utilizagdo do Asx, na sintese de seus aminoadcidos deriva -

des em endosperma de milho,

0 primeiro aminocacido da via metabdlica do as -
partatec € a» lisina (Figura 10). Esse aminnacido tem uma im
portdnecila fundemental nsssa via, pois exerce um eontrole
regulatdrio na primeira enzima, a aspartokinase, a gqual
transforma o Asp em aspartato B-semialdeido (PAULUS & GRAY,
1867; BRYAN et al., 1970; BRIGHT et al., 1978; AARNES ,
1877; GEGENBACH et al., 1978; DAVIES e MIFLIN, 1978, CHESI
RE e MIFLIN, 1875; WONG e DENNIS, 1973; MATHEWS g WIDHOLM,
1978; HENKE e WAHNBAFCK, 1877). Comparande-se a guantidade
transloceda desse amincacido cem o conteddo encantrédc no
endosperma (Flgura 12), encontra -ss uma diferenga marcan-

te entre os dols gendtipes estudados. Enguanto para o en~
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dosperma suo2, e quantidade de lisina translocada & bem 58
melhante aquela encontrada no endosperma (Figura 12-A), no
tipo normal os valores estimados s&0 bem maiores que os va
lores observados (Figura 12-B). A quantidade de  lisina
translocada chega a ser 2,5 vezes maior que a dquantidade e
xlstente nesse endosperma, principalmente apds os 21 DAP .,
Esses dados estao de acorde com os resultados observados em
milho (SODEK e WILSON, 1970) e em cevada (BRANDT, 1875} ,in
dicando que o catabolismo de lisina € bem maicr nos endos-
permas normals dec que nos endospermas ricos em iisina. Des
se modo pode-se sugerir gque a taxae de conversao de lisina
deve ser um mecanismo importante para o controle do nivel
desse aminodcido no endosperma de milho. Os resultados a -
gui obtidog indicam também que a lisina do endosperma, E
semelhanga do gue fol sugerido em trigo (LAWRENCE & GRANT,
1964), & sintetizada em outras partes da planta & transio-
cada para a semente em desenvolvimento, embora o endosper-

ma tenha capacidade para sintetizar a 1lisina{SODEK,1978) .

0 motivo pelo qual a lisina & catabclizada no
endosperma de milho permanece desconhecido. Entretanto de-
vemos ressaltar gue a zeina encontrada oem grande quantida-
de no endosperma normal {Tabela 5 e Figura 5-B), contém a-
penas tragos desse aminodcido (BAUDET et gl., 1986; MOSSE
et al., 1966; SODEK e WILSON, 1971). Como a lisina & trans
locada em guantidades superiores adgquela necessaria para sig
tese das outras protelnas ccorreria um excessc de lisina na
forma livre no endosperma normal, a qual, poderia inibir a

atividade da aspartokinase, como tem sido demonstrado em
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vidrlas espécies de plantas. Essa inibigdc poderia interfe-
rir na sintese dos ocutros aminodcidos da familia do aspag-
tate (Figuras 13, 14 e 15). Por outro lado, ¢ catabolismo
de lisina pode ter seérias implicacdes no tocante a alguns
métodos que tem sido utilizados para a selegdo de plantes
com endospermas ricos em 1isina. Segundo alguns autores
a adigdo de lisina exdgena inibe o desenvolvimento de plan
tulas em meic de cultura (HENKE e WILSON, 1974; HENKE et
al.,1874; BRIGHT et al., 1978; DUNHAN & BRYAN, 1971; GREEN
e PHILLIPS, 1974)}. Assim a ldentificacdo de plantulss re-
sistentes & altas concentragdes exdgenas de lisina, tem si
do sugerida como um método pare a selegdo de tipos que pro
duzam endespermas, com alta lisina, devido & presenga de
aspartokinase insensivel a retroinihicgdo por parte desse a
minoécido {GREEN e PHILLIPS, 1874). Entretanto, os conheci
mentos adquiridas no presente trabalho indicem que a sim-
ples selegdoc de tipos que tenham uma aspartokinase insensi
vel & Iisina, ndo deverad eliminar o processo de catabolis
me desse aminodcido no endosperma. Portanto esse método
ndo parece suficlentemente seguro, para garantir a selegdo

de tipos com teores mais elevados de lisina no endosparma.

Um dos aminodcidos mails sintetizados no endos -
perma € a leucine (Figura 17}. Enguanto a quentidade trans
locada desse aminoacido oscils ao redor ‘de 5 umol nos esté
glos mals adiantados do desenvalvimento do endosperma, o
contedide observado oxila em torno de 13 Mmol e 35 umol pa-
ra os endospermas suod e normal, respectivamente , {Figu -

ras 17-A e 17-B}. Entretanto a guantidade ds leucina sinte
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tizada chega a ser 2,5 vezes maior no endosperma normal £Fi
gura 17-B) em relacdo acn duple mutante (Figura 17~A}.Issoig
dica claramente a presenca de certa inibicdo na sfntese des
se aminoacido no mutante rico em lisina. Esse fato poderia
ser explicado, devido ao baixo conteddo de zeina no egndos «~
perma suoZ (Tabela 5 e Figura 5-B). Como a zeina € rica em
leucina, (MDSSE et al., 1966; BAUDET et al., 1866; SODEK e
WILSON, 1971), uma diminuigdo na sintese dessa proteina a -
carretaria uma diminuigdo na sintese desss aminodcido. En -
tretanto, temos que admitir , per razdes fbvias, que a sin-
tese de aminodcidos deve vir antes da sintese de proteinas.
Assim os dadds sugerem que, provavelmente, o mesmo fator gue

controla & sintese de zeina no endosperma rico em Iisina,dg

ve controlar a sintese de lsucina.

0 segundo aminocdcidec essencial de maior impor -
tédncia em cereais & o triptofano. A maioria dos trabalhos com
mutantes ricos em lisina tem demonstrado, que esses endos -
permas epresentam também um maior contelido de triptofane .
GEVERS, (1975}, sugere uma correlagdo positiva entre a 1isi

na e 0o triptofano em endosperma de milho.

Os resultados obtidos revelam que & semelhange
da lisina, o triptofanc 8 translocado em quantidades sufi -
cientemente altas para explicar todo o conteddo desse ami -
nodcido noe endosperma. Entretanto, o triptofano parecs ser
catabolizado no endosperma nums extensao multo maior que a
lisina. Os dados sugerem entretanto, gque gsse catabolisma
néo esta aparentemente sob o controle do duplo mutants, umsa
vez que a taxa de catebolismo neste endosperma, & tao alta

quanto aquela do endosperma normal.
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CONCLUSOES

0 estudo das formas nitrogenadas transportadas pa

ra & semente em desenvolvimento, permite as seguintes concly

s0es:

1. A amida glutamina, & a mais Importante fonte carreadora

de nitrogénio pare a sintese de aminodcidos no endosperma

de milho.

0 &cido aspdrtico & a segunda mais importante fonte de N
para o endosperma, devendo desempenhar um papel importaﬂ

te como precursor de seus aminodcidos derivados, com exces
sdo da lisina.

No milho, @ lisina, é translocada de Dutfas fontss para ,
0 endosperma em desenvolvimento. Nesse tecido, uma grande
parte dessa ligina & catebolizada, sendo que esse catabo-
lismo & dependente da presenga de genes que conferem alta
lisina no endosperma. Esse fate & de importéancia fundamen
tal, e abre novas perspectivas para o estudo de provaveis

enzimas que condicionam gsse catabolismo.

A leucina e a alanina, séo os aminodcidos mais sintetiza-

dos no endosperma. A sintese de leucina, parece estar sob
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0 controle dos genes que condicionam alta lisina no gn -
dosperma. Assim, esses genes mutantes blogueiam tante o

catabolismo de lisina como a sfntese de lsucina.

5. 0 triptofano & semelhanca da lisina, embora translocado
em alta quantidade, apresenta uma taxa elevada dg catabg
lismo no endosperma de milho. Contrastando com o gue oO-
corre pera a lisina, o endosperma duplo mutante parece

ndo exercer nenhum controle nesss catabolismo.

No estudo da sintese de proteinas, fica con -
firmado neste trabalho, que o duplo mutante sugary opa -
que-2 axerce um controle na sfntese de zeina. As outras fra
goes proteicas apresentam um acdmulo sgmelhante nos dois ti
pus de endosperma. Por outro 1ado'c conteldo total de pro -
telnas & diminuldo no duplo mutante, sendo a diferenca de N
total entre os dois gendtipos, aparentemente refletida na
fragédo zeina. A fragde 1 encontra-se estreitamente correla-
cionada com o conteldo de Aguaz e minerals no endosperma. Es
sa correlagéo e mais evidente no endosperma dupleo mutanpte ,
tendo em vista o maior conteddo desses componentes nesse ti

po de endosperma,

Algumes caracter{sticas do endosperma, tails camo
peso fresco, peso seco, agua e concentracaoc de K, Mg e P ,
5380 alteradas pelos genes sugary opaque~2,. Entretantoc es -
sas alteragGes parecem ser mals consequénclas do efeito in-

direto da acao desses genes no metabolismo do endosperma.



7 - RESUMO

Uma cultivar de milho duplo mutante, denominada
Nutrimeiz, homozigota para os genes sugary opaque-2, foi u
tilizada conjuntamente com uma cultivar de milho Maya nor-
mal, para o estudo da sintese de proteinas e aminodcidos de
certas caracteristicas fisicas e quimicas do endosperma .,
durante o desenvolvimento da semente. Os dois tipos de en-
dosperma, normal e sugary opaque~2 foram produzidos numa
mesma espiga, em plantas sugary opaque~2 através da utili-
zagdo de técnicas de polinizacde dupla e mistura ds polem,

visando melhorar a precisdo das comparacgdes entre os dois

genotipos.

Para o estudo da sintese de aminodcidos nos dois
tipos de endospermsa, utilizou-se a sndlise de eminodcidos
do exudato do sistems vascular do pedincule das eapigas,os
gquals foram comparados cem os aminocacidos incorporados no

endosperma.

Os resultados obtidos indicaram que a glutamina

@ o aminodcido translocado em maior quantidade pare a se-
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mente em formagdo. O Acido aspdrtico é a segunda mais impor
tante fonte de N para o endosperma. 00s aminoacidcs essenci-
als lisina e triptofano sdo translocados em guantidades mai
ores do gue aguelas encontradas no endosperma normal. Neste
tipo de endosperma a lisina translocada deve ser cataboliza
da, enguanto gue no endosperma suol isso praticamente nao ]
corre, 0 triptofano também é catabolizado no andusperma,seg
do que esse processo nde parsce estar sob o controle do du-
plo mutante. A leucinas & a alanina sdo os aminodcidos sinte
tizados em maior quantidade em ambos os tipos de endosperma.
A sfntsse de leucina, entretanto, parece sgstar sob o contro
le do endosperma duplo mutante, uma vez ques este apresentou
uma taxa de sintese cerca de 2,5 vezes menor que o tipo nor

mal.

A sintese de zeina & drasticamente reduzida no
endosperma sugary opaque-2. A diferenga no conteldo de N to
tal entre os dois tipos de endosperma 8 semelhante & difeg -
renga de zeina entre os dois gendtipos. A fragao 1, & acumy
lada em quantidades maicres no endosperma duplo mutante. 8s
tendo estreitamente correlacionada com o cantedde de dgua e

minerais no endosperma.

0 nitrogénio total apresenta um padrdo de asctmu-
lo distinto do observado para K, Mg e P. Enguanto o N total
estd correlacionado com o pesc seco do endosperma, K, Mg e
P apresentam-se fortemente correlacionados com o conteldo de
dgua no esndosperma. Comc o duplc mutante reduz severamen -
te o pesc do endosperma, o conteldo de nitrogénio também &

reduzidec na mesma extensdo. Por outre lado, como o contelddo
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de Agua no tipo sugary opaque~2 & bem malor que no endos -
perma normal, as quantidades de K, Mg e P também sdo maio-

res no duplo mutante.

Tenta-se no presente trabalho, estabelscer algu
mas assoclagdes entre as caracter{sticas fisicas & quimi -
cas dos dols tipos de endosperma, 2 o controle do duplo mu -
tante na sintese de aminodcidos e proteinas no endosperma

de milho.



6 - SUMMARY

A double mutant maize variety designated Nutri-
malz, homozygous for both sugary and opagque~2 penes was used
as female parent with a normal maize variety, Maya,to study
protein and amino acids synthesis and some physical and che
mical endosperm characteristics during ear development
Both normal and sugary opaque~2 endosperms were produced on
the same ear of a double mutante plant, through a split
pollination techinique, or using a pollen mixture, thereby
creating highly comparative conditions for the study of the

two contrasting endosperms.

The amino acid composition of the ear peduncle
sap was determined and compared with the protein amino acid

composition of the two endosperms.

Rasults indicated that glutamine i1s the major

socurce of nitrogen for the developing kernel. Aspartic acid

1s the second most important N source for endosperm growth,

The content of the essential amino acids lysine

anc tryptophan in the ear peduncls sap can account for all



lysine end tryptophan found in both endosperms. However pre
formed lysine is highly catabolized in the normal sndosperm,
but very little in the high lysine sugary opaque-2 endosperm,
Tryptophan 1s also highly catabolized in the endosperm.This
process however doss nmot seem to be under the control of
the high lysine double mutant since tryptophan in the double
mutant is catabolized as highly as in the normal endosperm.
teucine and alanine are the amino aclds most intensely syn-
thesized In both sndosperms. Results indicates that leucine
synthesls apparently is controlled by the double mutant ,
since this genotype showed 2.5 times less leucine than the

normal sndosperm.

Zein synthesis is drasticely reduced in the su-
gary opaque-2 endogsperm. Total N differences between normal
and sugary opaque-2 endosperms seems to be due to in dif -
ferences in zein found bstween both genotypss. The high lysine
endosperm also showed higher accumulation of fraction-l than
normal endosperm. This fraction was highly correlated with
water and mineral content in beth endosperms. Nitrogen aceu
mulation showed high correlation with endosperm dry weight
accumulatien for normal and sugary opaque-£ endosperm ’
while K, Mg and P are highly corrslated with water content

in sugary opaque-2 and also in normal endosperm.

This work is an attempt to association certain
physical and chemical characteristics of the normal and su
gary opaque-2 endosperms as well as establish ﬁhe control
of these genes on amino acld and proteiln synthesis in maize

endosperm.
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