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1 - INTRODUGAO

Alteragoes na atividade metabdlica de tecidos vegetais devido a
variagoes em caracteristicas do ambiente, tem sido extensivamente estuda-
das pelos fisiologistas vegetais, Ent;e essas caracteristicas, o efeito
do estresse de agua no metabolismo da planta tem merecido grénde atencao.

0 estresse de agua, leva a uma diminuicao no potencial de agua da planta,
acarretando intmeras modificagoes no seu metabolismo (Hsiao, 1973; Hsiao
et al , 1976).

0s estudos abordando esses aspectos sao conduzidos quase sempre
submetendo-se a planta & condicoes artificiais de estresse de.égua. 1$s0
pode ser conseguido, deixando-se de irrigar plantas cult%vadés em potes
por um determinado pericdo, ou entgo incubando-se tecidos ou celulas em
solucoes de bai*o potencial osmbtico (Hsiab, 1973; Hsiao et al , 1976; Pre
mecz et aZ', 1977; Premecz et al , 1978). Tratamentos de tecidos com solu
goes de baixo'potenciai osmotico, fazem com que a agua sofra difusaoc de
dentro para fora da célula, até que se estabeleca o equilibrio. Assim, o
potencial de égua‘da celula fica igual ao potencial osmdtico da solugao.

Embora exista um grande numero de trabalhos tratando do efeito
do estresse de agua no metabdﬁismo da planta, pouca atencao tem sido dada
a esse aspecto, sob o ponto de vista genético. Quando muito, encontramos
estudos comparativos envolvendo variedades e/ou espécies diferentes de
plantas. Entretanto, em varias especies de plantas, s3o bastante comuns ,
mutagoes simples, que alteram tanto caracteristicas fisicas como metabGl i
cas de determinados tecidos, proporciofando uma situacac impar para o es-

tudo do efeito de estresses no metabolismo.

Em milho e ceveda, varios mutantes de endosperma, apresentam al

tas concentracoes de aglcares, aminoacidos e ions na semente {(Creech,1965:

e R
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Misra et al, 1965; Goodsell, 1968; Creecﬁ, 1968; Ayers e Creech, 1969,Sodek
e Wilson, 1971; Shanon e Creech, 1973; Hodges et al, 1377; Arruda et al 1978
Tsal et al, 1978, Ullrich e Eslich, 1978a, 1978b, 1978¢; Arruda e
Silva, 1979). Esses mutantes apresentam alto grau de turgescencia, que pode
ser inferido pelo maior conteldo de agua em relagao aos endospermas normais
(Arruda, 1979), Endiﬁando uma provavel alteragao no potencial de agua desse
tecido. Por outro lado, esses mutantes apresentam uma série de modificagoes
em certas caracteristicas fisicas e metabdolicas, que podem estar associadas
n3o com o efeito direto do gene, mas com modificagdes no potencial de dqua

do endosperma, de maneira analoga ao que ocorre com plantas submetidas  &o

_estresse de agua. .

0 presenta trabalho consiste num estudo sobre variagoes no poten-
cial osmotico do endosperma, determinadas por mutacoes que afetam o metabo-
lismo de carboidratos da semente, e sua associagao com algumas caracteristi
cas fisicas e com a atividade da RNase do endosperma. A RNase féi escolhida

tendo em vista os inUmeros estudos sobre a agao génica na atividade dessa

enzima em endosperma de milho. Varios autores tem demonstrado que a ativida

de da RNase & aumentada pela presenca de alguns mutantes de endosperma. Es

se aumento, entretanto, pode ser devido a diminuicao no potencial de agua

do endosperma, determinada por esses mutantes, uma vez gque em varios teci -
-

dos, de varias especies de plantas existe uma correlagao negativa entre ©

potencial de agua e a atividade.da RNase. Constitue-se objetivo deste traba

lho também, o estudo da atividade da RNase em mutantes de endosperma dife~
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Efeito do estresse de agua no metabolismo.

Em condigoes de estresse de dqua, tem sido observadas mudancas bas
tante peculiares nas ConcentraQGes de alguns hormoénios em plantas. Com a re-

ducao do potencial de agua do tecido, o nivel de acido abscisico aumenta
drasticamente (Arad et al, 1973; Hsiao, 1973; Hsiaoc et al,1976). O aumento

na concentragao desse hormdnio, ocorre aparentemente devido a sintese de no-
VO { Miborrow , 1974) . Com o retorno ao potencial normal, o nivel de
acido abscisico diminue rapidamente até atingir a concentracao normal do te-

cido. 0 inverso ocorre com a citocinina. Em condicoes de estresse de agua, o

nivel desse hormonio diminue, voltando ao nivel normal, apenas com a reidra-

tacao da planté (Hsiao, 1973; Hsiao et al,1976).

0 aminoacido prolina tem sido considerado como um indicador de fal
ta de agua, em varias especies de plantas., Discos de folhas ou protoplastos
de tabaco, em soiugées de manitol de baixo potencial osmotico, acumulam al -
tos niveis de prolina (Premecz et.al, 1977; Huang e Cavalieri, 1979). Tymms
e Gaff (1979), também encontraram acimulo de prolina em folhas de varias es-
pecies de plantas, submetidas a condicoes de estresse de agua.

0 efeito do estresse de agua no metabolismo enzimatico, € bem co -
nhecido em varias especies de plantas. Hsiao(1973) num artigo de revisao ve
rificou que varios sistemas enzimaticos sao alterados em funcac da diminui -
gao no potencial de agua da planta. Pelo menos 25 enzimas sao afetadas, sen-

do que a maioria delas apresenta menor atividade em condicoes de estresse

de agua{Hsiao, 1973; Mills e Todd, 1973). Excessoes sao feitas para a ribonu

clease e para a @ - amilase, que aumentam a atividade em condicoes de bai-
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xo potencial de agua (Hsiao, 1973).

Alteragoes no metabolismo enzimatico associadas a modi ficagoes no
potencial osmotico, tambem foram encontradas em Ocromonas. Com a diminuigao
no'potenciai osmotico da celula, ocorre um aumento na atividade da enzima
isofloridosideo fosfato sintase, com um consequente aumento na_concentragéo
de galactosilglicerol. Esse efeito parece estar envolvido com o sistema dé
regulacao osmotica dessa alga (Kauss, 1973; Quader e Kauss, 1975; Kauss e
Quader, 1976; Kauss, 1979; Kauss et al, 1979). |

Una das enzimas mais estudadas em plantas submetidas a condicoes

de estresse de agua € a ribonuclease. Muito embora, nao seja ainda bem co -

nhecido o papel fisiologico dessa enzima em plantas, tem sido constatado

que a atividade da RNase aumenta em tecidos submetidos a estresses de agua

longos e severos. Esse aumento em alguns casos esta correlacionado com uma

diminuicazo no contetudo de polirribossomos no citoplasma {Dove, 1971; Hsiao
1973; Arad et al, 1973;Arad e Richmond, 1976; Hsiao et al, 1976; Bleckhmar,

1978) . 0 efeito do potencial osmotico na atividade da RNase parece ocorrer

- de modo diferente em sistemas ou espéecies diferentes. Premecz gt a7 ,

(1877) verificaram que protoplastos de tabaco, incubados em solucdes de ma-
nité] de baixo potencial osmotico, aumentam em 100% a atividade da RNase.Eé
se aumento ocorre devido a sintese de novo da enzima, uma vez que a adigao
de 1 mg/ml de cicloheximida né meio de incubagdo, inibe completamente e au-
mento. da atividade da enzima, Tpdd e Yi (1979) constataram que o estresse
de égua, aumenta a atividade da RNase em folhas de trigo. Entretanto, em

contraste com os-resultados de Premecz et aZJ(1977), esse aumento nao ocor-

re devido a sintese de novo, mas sim devido ao desaparecimento de um inibi-

dor da enzima. ' .

Como foi dito anteriormente, o estresse de agua afeta a concentra
¢ao de hormonios, diminuindo o nivel de citocinina e aumentando o do acido

abscisico. Coincidentemente, esses dois hermdnios tem efeitos antagonicos
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sobre @ atividade da RNase. Sodek e Wright (1969) verificaram que o aumento

da atividade da RNase em folhas de trigo e totalmente inibido pela citocini-
na. Por sua vez, o aumento na atividade da RNase em protoplastos de tabaco

submetidos a solucoes com baixo potencial osmotico e estimulado pelo acido a
bscisico e inibido pela citocinina (Premecz et g, 1977). Em algumas  espé-
cies de plantas, a atividade da RNase € inibida por ribosideos de citocinina
(Rijven, 1979). Associagoes entre o potencial de dgua da fo]ﬁa, o nivel de a

cido abscisico e a atividade da RNase tambem foram encontradas por Arad et

al (1973).Leshem (1971), acha que o acido abscisico atua como promotor da a

tividade da RNase. Assim, com a diminuicao do potencial de agua do
tecido, o nivel de acido abscisico é aumentado. Esse aumento'por sua vez e
que deve ser o responsavel pelo aumento né atividade dessa enzfma.

Durante o processo de senescencia das plantas, tem sido verificado
um aumento na atividade da RNase. Eése aumento pode ser acelerado ou inibido
pelo acido absc%sico e pela citocinina,respectivamente (Srivastava, 1568 ;
De Leo e Sacher, 1970).

rMuito embora nac se tenha correlacao direta entre a atividade da
RNase e o conteddo de proteinas e RNA do tecido, o estresse de agua, quase
sempre afeta essas caracteristicas simultaneamente. A incorporacao de precur
sores marcados de RNA e proteina em protoplastos de tabaco, diminue, guando
estes sao submetidos 3 so¥ug6gs de baixo potencial osmotico (Premecz et al ,
1978). Bourque e Naylor (1971), verificaram que uma diminuicao no potencial
de aguade -5para -8 bar acarreta uma diminuicao sa sintese de RNA em fo -
lhas de feijao. 0s autores sugerem que esse efeito pode ser devido a hidroli
se do RNA no citoplasma. Em plantulas de milho, a diminuicac na quantidade
de RNA devido ao estresse de agua, afeth principaimente a formacao de polir-

ribossomos. Com a recuperacao do potencial de agua, o nivel de polirribosso-

mos aumenta novamente. (Hsiao, 1970). Folhas de trigo submetidas a baixos po-

tenciais de agua apresentam menor conteudo de proteinas soluveis de baixo pe
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so molecular (Todd et al, 1970). Esses autores sugerem que aparentemente
ocorre hidrolise de protefnas durante o tratamento que induz o estresse de
agua. Em adicao, Arad et ql{1973), encontraram maior atividade de protea -
ses em folhas submetidas ao estresse de agua.

A atividade do RNase e afetada também em tecidos infectados por

patogenos ou em tecidos submetidos a injlrias mecanicas (Wilson, 1975).

2.2 - Atividade da Ribonuclease em milho.

A atividade da RNase em endosperma de milho, tem sido extensivamen
te estudada pdr”C.M. Wilson. Esse autor constatou inicialmente, a existéncia

no milho de trés tipos de nucleases; RNase |, RNase |} e nuclease | (Wiltson,

1968) . As duas ribonucleases sao endonucleases especificas para RNA e libe -

ram nucleotideos ciclicos de purina e pirimidina a partir de dinucleotideos

- monofosfatos ou a partie do proprio RNA. A nuclease |, atua tanto em DNA co-

me em RNA, liberando 5'-nucleotideos. A RNase |, apresenta-se soldvel na cé-
lula, enquanto que a RNase 1| esta associada a fragao microssdmica. A RNase
| possue um peso molecular de aproximadamente 23000 daltons, a RNase 1| de
17000 e a nuclease | de 31000 “daltons (Wilson, 1975) .Tanto a RNase | como a
RNase |1 em milho, sao mais ativas em dinucleotideos de purina em relacao a
dinucleotideos de pirimidina (Wilson, 1975). Em outras espécies de plantas ,
parece tambem ocorrer especificidades para RNases. Uma RNase encontrada em
celulas de germem de centeio, hidroliza préferencialmente sitios de nucleotl
deos de adenira (Kuligowska et al, 1980{. Pietrzak et al{1980), verificaram

gue RNases de sementes de ceveda, sao mais especificas para RNAs poli A e po

11 U, e nao hidrolizam RNAs poli G.

A RNase do endosperma de milho, purificada 41000 vezes apresentou



uma mesma e Unica banda em eletroforese de poliacritamida, em dois hibridos
analisados (Wilson, 1967).

Em 1971, WiESOﬂ num estudo eletroforetico mais detalthado, verifi-
col gue a RNase | apresenta somente uma banda e € a enzima predominante no
endosperma de milho. Entretanto, a RNase || apresentou duas izoenzimas en -
quanto que a nuclease | de mitocdndria apresentou trés isoenziﬁas. Varias
linhagens e os mutantes opague-2 e Floury-2 apresentaram a mesma banda de
RNase | no endosperma.

0 papel fisiologico, bem como a localizagao da RNase no citoplas-

ma ainda € desconhecido. Especula-se que a enzima poderia estar em lisosso-

mos que seriam rompidos durante o processo de homogenizacao do tecido, rea-
lizado para a dbsagem da atividade (Wilson, 1975). |

Em sementes de trigo, arroz, milho e sorgo, a atividade da RNase
aumenta com o desenvolvimento do endosperma, permanecendc em altas concen -
tracoes até o final da maturagao da semente (Dalby e Davies, 1967; Dalby e

Cagampang, 1970; Wilson, 1975). Ao mesmo tempo, tanto o conteldo de RNA co

.mo o de proteinas tambem aumentam com o desenvolvimento da semente (Wilson,

1975)

2.3 - Atividade da RNase em mutantes de endosperma de mi tho.

0.estudo da atividade da RNase em mutantes de endosperma de mi lho

teve seu inicio, apos a descoberta .efet;éda por Merf;wé;hé2f196g) do alto
conteudo de lisina no mutante opaque~Z, numa tentativa de se elucidar oe
feito desse gene na sintese de proteinas da semente. Assim, Wilson (1967)
verificou que sementes maduras de milho opaque—g nas linhagens O7N, Oh43 e

Ohk5, apresentavam de 1,7 a 4,4 vezes mais atividades da RNase em relacao
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as versoes normais dessas linhagens. Entre as linhagens normais o autor'eg
controu uma variagao de 730 a 1560 unidades da enzima por grama de peso
fresco. 0 autor sugeriu nessa epoca que a alta atividade da RNase no en-
dosperma opaque-2 poderia inibir a sintese de zeina, digerindo especifica
mente o sey mRNA, embora a atividade da enzima nas semeﬁtes normais fosse
alta o suficiente para digerir todo O‘RNA do endosperma em 10 minutos.
Simultaneamente ao trabalho de Wilson {1967), Dalby e Davies ,

(1967), publicaram resultados semelhantes. Utilizando-se da linhagem W64A,
esses autores verificaram que a atividade da RNase no endosperma opague—
2 era b vezes maior do que no tipo normal, durante o desenvolvimento da
semenfe. Dalby e Davies (1967) verificaram tambem a existénéia de efeito
de dosagem para o alelo opaque-2 . A existéncia desse efeito foi confir-
mada posteriormente por Dalby-e_Cagampang (1970)..Es§es‘autorés tambem su-
geriram uma associacao entre a maio} atividade dé RNase e o menor conteudo
de zeina no endésperma cpaque=2 .

0 mutante de endosperma floury—2, ao contrario do gene opague-2
nao revelou nenhuma associacao entre o contetdo de zeina e a atividade da
RNase. Embora o conteldo de zeina desse mutante seja menor que no tipo nor
mal, a atividade dé RNase fol semelhante (Dalby e Cagampang, 1970).

Recentemente, Tsai et q7(1978) reezaminaram a hipotese de associ
acao entre a atividade da RNase e o contetdo de zeina em mutantes de endos
perma de milho. Utilizando os mutantes opague~2 e britle-~2 € o duplo mu-
tante opaque~Zbritle~2 , esses autores verificaram gue os endospermas mu =~
tantes reduziam em cerca de 50% o conteldo de zeina e possuiam 2,5 vezes
mais RNase que o endosperma normal. A combinacao o2b#2 , produziu um efei~
to sinergistico, reduzindo quase que totalmente a zeina do endosperma. A

atividade da RNase no duplo mutante aumentou cerca de 7,5 vezes em relacao

ao endosperma normal. Por outro lado, enquanto no endosperma normal e opa-

que-2 , O conteldo de sacarose oscilou em torng de 10% do peso seco, o mu

T
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tante britle~2 e o duplo mutante opaque-2britle~2 apresentaram cerca de
30 e 40% de sacarose no éndosperma,respectivamente,-aos 22 dias apos a poli
nizagao (DAP). A analise do conteldo de polissomos nesses mutantes revelou

uma redugao de 20% nos mutantes opaque-2 e britle-2 | enquanto que no du-
plo mutante a reducao foi de 40%. Os autores, embora nao tenham encontrado

evidencias mais concretas, sugeriram que a alta atividade da RNase deve es
tar assocjéda de alguma maneira com a diminuicao do mRNA especifico da zei-
na. Os autores sugeriram tambem que a alta concentra§5o de sacarose encon -

trada principalmente no duplo mutante 02bt2,’pode dificultar a associacao

de mRNAs e ribossomos, para a formagao dos polissomos.

2.4 - Contrile genético da atividade da RNase em endosperma de milho.

Wilson (1973 e 1980), encontrou uma variacado de 285 a 1305 unida-
de; de RNase entre endospermas normals em varias linhagens analisadas. Aiem
disso, algumas linhagens apresentaram variagoes na atividade da enzima, de
um ano para outro. Nove versoes opague—Z dessas linhagens apresentaram de
1288 a 5110 unidades de RNase. No'F2 de linhagens heterozigotas para o gene
opague—£, © autor encontrou ;egregagéo de 3:1, para baixa e alta atividade
respectivamente, aos 22 DAP. 0 cruzamento entre linhagens normais de alta e
baixa atividade, mostrou , nas geracoes F1, Fz e F3 e nos retrocruzamentos,
atividades semelhantes ou menor que a média das atividades parentais. Por
outro lado, cruzamentos reciprocos revelaram efeitos bastante acentuados

da planta mae. Com base nesses resultadfs o autor concluiu que devem exis -

tir trés diferentes grupos de genes que controlam a atividade da RNase em

endosperma de milho. Um primeiro grupo, controlaria a sintese da RNase em

endospermas normais. Um segundo, controlaria a duracao da sintese da RNase



durante o desenvolvimento do endosperma e finalmente, o gene opaque-2
que em homozigose aumentaria a atividade dessa enzima. Essa conclusao, en
tretanto, nao parece adequada, uma vez que © gene britle~2 também aumenta

a atividade da RNase do endosperma (Tsai et al, 1978). Por outro lado, na

10 -

da se sabe sobre a atividade dessa enzima em outros mutantes de endosper--

ma de milho. Alem disso, pouca énfase tem sido dada 2 asscociagbes entre
caracteristicas fisicas e atividade metabdlica do endosperma, que nao so-
mente no caso da RNase, mas tambem para outros aspectos do metabolismo da

‘semente, pode ser fundamental para a compreensdo da acao genica no desen

volvimento desse tecido.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Linhagens de milho

‘?ara a realizacao des£e.traba1ho, foram escolhidas 4 linhagens de
milho, com endospermas normais e mutantes, cadé uma segregando para um loco
diferente. Os mutantes foram escolhidos em funcao dos seus efeitos na sinte
se de amido, com vistas a se obter diferenciais no potencial osmotico do en

dosperma. Para tanto, foram escolhidos os mutantes ghrunken, shrunken-2 e

sugary bem como o mutante opaque-2Z o qual foi inciuido como referencial, da

do os inumeros estudos sobre seu efeito na atividade da RNase.As linhagens

utilizadas foram as seguintes:

Linhagem Tipos de endosperma
ML6LS normal e opaque=2
MLE7h normal e shrunken—2
CP577 normal e ghrunken
SRRD9Y2 . normal e sugary

Essas linhagens sdo isogénicas, possuindo um minimo de 10 ciclos
sucessivos de autofecundagao e pertencem a colegao de germoplasma do Prof.
Witliam José da Silva do Departamento de Genética e Evolugao do Instituto
de Biologia da UNICAMP.

¥
A Figura 1, mostra as sementes normais e mutantes dessas linha -

gens.
Para complémentar o trabalho, foram também estudadas sementes nor

. obtidas de cruzamentos dialelicos envolvendo as linha -



Figura 1 - Sementes normais e mutantes das linhagens de milho ML649,

ML674, CP577 e SRRD992.

...;2...
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gens ML6LY, ML674 e SRRDI92. Neste grupo foi também inclufdo o hibrido sim-
ples HS 7777 do tipo dentado, selecionado no Instituto Agrondmico de Campi-

nas (Paterniani, 1978).

3.2 - Ensaios de campo.

Para a realizacao deste trabalho, foram efetuados dois experimen-
tos. No primeiro, para a determinacao da curva de crescimento das sementes
e da étividade da RNase, sementes normais e mutantes das linhagens ML6LY |
ML674 e CP577 foram plantadas na forma de ensaio com duas repétigaes. 0 en-
saio constituiu~se de dois blocos de linhas, de 10 métrqs de comprimento,
no espacamento de 1,0 x 0,4 metros,'numa densidade de plantio de 50000 plan
tas por hectare. As versdes mutaﬁtes foram plantadas adjacentemente as plan
tas normais da mesma linhagem. As parcelas experimentais foram adubadas com
N, PZOS e‘KZO na proporcao de 60, 80 e 40 Kg/ha, respectivamente. Foram co-
letadas 4 espigas por repéticao de cada material, das quais efetuou-se uma

amostra composta. As espigas foram coletadas semanalmente, ao longo do de -

. . a - . ~ .
senvolvimento, a partir da 2- semana apos a polinizagao (SAP). Imediatamente

apos a coleta, uma parte das Sementes foi utilizada para as determinacoes
de peso fresco e seco, e o restante fol armazenado em congelador a =-20°9C.

Paralelamente a esse ensaio, foram plantadas, nas coﬂdigaes des -
critas acima, sementes do hibrido simples HS 7777, no qual estudou-se a cur
va de crescimento e o potencial osmotico da semente, ao longo do desenvolvi

mento. t

3

No segundo experimento, as quatro linhagens foram plantadas em 171

nhas adjacentes de 15 m de comprimento, em apenas um bloco, obedecendo  as

mesmas condigoes descritas para o primeiro experimento. Neste caso foram

o e

e
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efetuados dois sistemas de polinizacao, visando a obtengao de dois tipos di
ferentes de amostragem de material para analise. Num deles, os gendtipos
normais e mutantes de cada linhagem, foram produzidos numa mesma espiga uti
lizando-se a tecnica descrita por Arruda e Silva (1979). Essa técnica con -
siste na polinizacao de espigas das plantas mutantes com uma mistura de po
lem normals e mutantes na proporgao de 1:1. Com essa técnica, obtem-se o ma
ximo de precisao na comparagaoc do éfeito de genes, uma vez que 05 gendtipos
contrastantes se desenvolvem no mesmo ambiente, Isto &, na mesma posigéo da
mesma eSpfga. Entretanto, como alguns autores demonstraram a existéncia de
efeito de dosagem para certos genes que atuam no endosperma (Dalby e Davies,
1967; Paez et al, 1970 ; Dalby e Cagampang, 1970), foram efetuadas tam -
bem polinizacoes de espigas normais e mutantes em plantas separadas. Para
?séo, as pfanfa§ foram simpiésmente eufofecﬁndadés. Nesse caso, os genotipos

dos endospermas foram necessariamente homozigotos recessivos ou homozigotos

dominantes, obviamente obtidos em plantas diferentes. Todas as polinizacoes

foram efetuadas num mesmo dia para cada linhagem. Foram amostradas trés es-
pigas por tratamento aos 25 DAP. Esse estagio foi escolhido, em fungao dos
estudos preliminares da curva de crescimento e da atividade da RNase de ca-
da material. Nesse estagio, o alto conteldo de agua dos endospermas facili-
tou sobremaneira o trabalho de homogenizacao das sementes. Nesse experimen-
to, foram efetuados tambem os “cruzamentos dialélicos e reciprocos das linha
gens normais ML649, MLE74 e SRRD992. De cada um desses cruzamentos foram co
letadas 3 espigas aos 25 DAP. Imediatamente apos a coleta uma parte das se-
mentes foi utilizada para as determinagoes dos pesos fresco e seco e do po-
tencial osmotico dos endospermas, sendo o restante das sementes armazenado

em congelador a -209C, para a determinagéo, posteriormente, da atividade da

RNase.
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3.3 - Determinacdo do potencial osmético.

Para a determinacao do potencial osmotico das sementes, foi efetu
ado inicialmente um estudo para o estabelecimento da metodologia, utilizan-
do-~se algumas alternativas de medidas. Inicialmente, 10 sementes com 15 DAP

do h?brido simples HS 7777 foram maceradas em almofariz. 0 extrato obtido ,

foi centrifugado a 1000xg e o sobrenadante foi utilizado para a determina-

¢ao do potencial osmotico. Foram efetuadas medidas diretas nesse extrato

bruto, e também medidas no extrato diluido 1:5. Num outro sistema, endosper

_mas individuais foram macerados com 2 ml de agua destilada, num homogeniza-

dor de vidro de 10 ml. Em sequida o extrato foi centrifugado e o sobrenadan
te utilizado para a medida do potencial osmotico. Neste caso, foram determi
nados os pesos fresco e seco dos endospermas individuais, para se saber o

conteldo de 3gua dos mesmos no momento da extragao. 0 potencial osmético ,

tfs, nos endospermas individuais foi calculado a partir da seguinte expres

530!
W =YL V2, Ysd
Vi
-~
onde
. VMi=PF-PFS o
PF = peso fresco do endosperma,em gramas
PS = peso seco do endosperma, em gramas
V1 = volume de agua do endosperma, em ml, considerando-se
a densidade da agua igual a 1.
V2 = volume de agua adicionada, em ml

]

potencial osmotico do extrato

W’sd
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0 potencial osmotico foi medido num osmdmetro OSMETE, calibrado
com solucoes de sacaroserde diferentes molaridades (Tabela 1}. Posteriormen
te essas medidas foram transformadas em bar sequndo a Tabela 2.

A Tabela 3, mostra os dados de potencial osmotico dos diferentes
extratos obtidos de endospermas do hibrido simples HS 7777, coletados aos
15 DAP. Como pode ser visto, os resultados entre os diferentes metodos de
medida forém seme lhantes, guando se compara os valores obtidos no extrato
bruto com aqueles obtidos em endospermas indiQEduais. Foram efetuadas tam -

bém comparacoes entre 0s extratos ceﬂtrifugados e sem centrifugar, obtendo-
se resultados identicos. Como neste trabalho, procurou-se analisar sementes
individuais, optou-se pelo método descrito abaixo.

De uma mesma regiao da espiga, foram retiradas duas sementes, de
préferéncia léc%iiza&as adjaéenfemenfe. Una delas foi utilizade para as de-
terminacoes de peso fresco e seco e a outra teve seu endosperma macerado
com 2 ml de agua. Essa operagao foi efetuada em banho de gélo, para se evi
tar alatividaée de enzimas hidroliticas, que poderiam alterar a osmolalida-

de do melo. 0 potencial osmotico foi medido diretamente nesse extrato, uti

lizando-se cubetas de 2 ml.

3.4 - Determinacao da atividade da RNase.

A atividade da RNase foi determinada essencialmente como descrito
por Sodek e Wright (1969). Endospermas individuais foram macerados com 2 ml
de solucao tampao de acetato de sodio 100 mM pH 6,0 em um homogenizador de

vidro de 10 ml. Esse passo fol realizado em banho de gélo, para se diminuir

a atividade metabolica do tecido durante a homogenizagao. O extrato foi cen

trifugado a 1000xg por 15 minutos e o sobrenadante utilizado para os ensai-
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Tabela 1 - Curva de calibragao do osmometro OSMETE com diferentes concentra

¢coes de sacarose.

Sacarose Leitura
(mM) (unid. arbit)
50 56
100 110
200 222
BGD 342
Loo 469
500 600
600 758
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Tabela 2 -~ Valores de potencial osmotico, em bar, de squgBes de sacarose

de diferentes molaridades.

burn {1979),

Esses dados foram extraidos de Mil-

Potencial osmotico

Sacarose
(mM) (bar)
100 - 2,6
200 - 5,2
300 - 8,0
400 -11,0
500 -14,1
600 -17,6
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T;bela 3 - Valores de potencial osmotico de endospermas do hibrido simples

HS 7777 aos 15 DAP, correspondentes aos tres métodos de medida

testados.
Espiga Extrato Extrato Endospermas
(no) bruto ~ diluido individuais
(bar) (bar) {(bar)
] : -10,1 =11,3 - 9,8

2 ’ - 9,5 -}1,1* "7935

ar
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A dosagem da atividade da RNase foi efetuada utilizando-se o RNA
de levedura como substrato. Esse RNA foi purificado na forma de sal sadico,
como se segue. Um grama de RNA foi dissolvido em agua com um minimo de
NaOH. Em seguida o volume foi elevado para 100 ml com agua, num pH final em
torno de 6,0. A essa solucao adicionaram-se 4 ml de solugao de acetato de
sédio 50%, mantendo-se a solugdo em agitagao constante. Em seguida, adicio-
naram-se bouco a pouco, 250 ml de etanol. Essa solucao foi mantida em gela-
deira até a sedimentacac do precipitado. 0 precipitado foi coletado por cen

trifugacao e lavado 2 vezes com etanol 95%, 2 vezes com etanol abscluto e

finalmente 2 vezes com eter etilico. Em seguida, o precipitado foi secoc ao
ar. .

A solucao para o ensaio foi efetuada dissolvendo-se 4,8 mg/mlw do
RNA purificado,—em solucao tampao de acetato 100 mM pH 6,0. Essa solugao
foi mantida em congelador a -20°C.

0 eﬁsaio para a dosagem da atividade da enzima foi efetuado adici
onando-se 1 ml da solugéo de RNA, 0,4 ml do extrato do endosperma e 0,6 ~m]
de so!ugéo tampao de acetato 100mM pH 6,0, numvolume final de 2 ml. A misty
ra foi incubada a 379C. Meio ml da solucao foi retirade aos 0, 10 e 20 miny
tos apos a incubégéo e transferido para um tubo contendo 0,5 ml de solugao
0,25% de acetato de uranila em acido perclorico 5%. 0s tubos foram coloca -
dos em banho de gelo e o precipitado foi reti}ado por centrifugacao a 1000x
g. Em seguida o sobrenadante foi diluido 20 vezes com agua e a absorbancia
medida a 260 nm; Uma unidade da enzima, equivale a produgao de 0,1 pmol de

1 cm

nucleotideos por hora, assumindo uma medida de AZSO = 10, para 1 ymot de

nucleotideos.



3.5 - Eletroforese da RNase.

A eletroforese da RNase foi efetuada em gel de poliacrilamida, se
gundo Wilson (1971).

0 gel foi preparado dissolvendo-se 7,5g de acrilamida e 0,22¢g de
bisacritamida em 100 ml de sotugéo tampao de tris~HC1 71 mM pH 7,5. A essa
mistura‘adicionaram—se 0,2 ml de TEMED e 1,0 ml de solucao de persulfato de

‘amonioc a 5%. A mistura foi colocada rapidamente em placas de acrilico de

20% 20 x 0,2 cm. Apds a polimerizacao o gel foi armazenado em geladeira ate

ser usado.

‘ VA enzfma”para eletrofeorese foi preparada ﬁomégenizando—se endos -
permas individuais com 0,5 ml de solucao tampao de tris~HCl 71 mM pH 7,5. O
extraté foi centrifugado a 1000xg por 10 minutos, e o sobrenadante utiliza-
do para eletroforese.Para a eletroforese, papeis de filtro Whatman n® 3 (3
x 2 mmj foram embebidos com o sobrenadante e inseridos no gel. Papeis de

- filtro embebidos em azul de bromofenol fo;am inseridos nas extremidades ho-
rizontais do gel para servirem como guia da frente de corrida. A eletrofore
se foi desenvolvida por 2 horas a 160 volts e 50 mA, utilizando-se barbital
30 mM + HEPES 4,2 mM ph 7,5 como tampao do eletrodo.

Apds a corrida o gel foi incubado por 13 minutos em solugao tam -

péo de citrato 50 mM pH 5,0 a 37?C. Em seguida esse tampao fol retirado e o

gel foi incubado por 1 hora a 37°C com solucao tampao de acetato 50 mM pH

5,4 contendo & mg/ml de RNA. Apds a incubacado esse tampao foi retirado, sen

do novamente adicionado ao éel, a §o%ugéb de c{grato deﬁﬁrpor 5 minutos.
Em sequida, essa solugado foi retirada, ¢ o gel foi incubado em uma solu¢so
de azul de toluidina 0,2% em acido acético 0,5% por 30 minutos. Apos a colo
ragéo, o gel foi colocado em uma Solugéo de acido acético 0,5% pH 3,0. 0 a-

cido acétice foi trocado por 2 a 3 vezes. Depois de 1 hora no acido acetico,
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o ge! foi lavado com agua e colocado em um recipiente contendo acido percld
rico 5%. Depois de algum tempo, bandas incolores, indicando a atividade da

enzima,aparecem num fundo azul. As bandas ficam incolores em funcao da au -

séncia de coloragao do RNA hidrolizado.

T e R “
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L - RESULTADOS

‘4.1 - Peso fresco, peso seco e atividade da RNase em mutantes de endos

perma de miiho, durante o desenvolvimento da semente.

A Figura 2, mostra os pesos fresco e seco e a atividade da RNase

em endospermas normais e mutantes, durante o desenvolvimento da semente. A

Figura 2A, mostra os dados referentes a linhagem MLG4S, versoes normal e ¢
paque~2 . O peso fresco do endosperma mutante fol menor em relac2o ao en-
dosperma normal, durante as primeiras 3 semanas apos a polinizagao (SAP).

Entretanto, os valores tornam-se mais ¢levados na 42 e 5é SAP, diminuindo

novamente na 62 SAP. Nas 42 e 52 sap, o peso fresco do endosperma cpaqua—2
fol , respectivamente, 16 e 19% maior que o do endosperma normal. Por ou
tro lado, enquanto no endosperma normal o peso fresco aumenta sempre  até
a 67 SAP, o endosperma cpagque—~2 mostrou valores crescentes até a 52 SAP,di
mingindo posteriormente na 62 SAP. Esses resultados indicam que a processo
de retencac de éqﬁa pela semente, deve ser diferente entre os dois genéti;
pos. Quanto ao peso seco, nao houve diferencas significativas entre os dois
gendtipos, durante todo o des;nvoivimento da semente. A atividade da RNase
aumentou com o desenvolvimento da semente nos dois genotipos e foi sempre

maior no endosperma mutante. As diferencas na atividade da enzima entre os

endospermas normais e mutantes, foram aparentemente censtantesa partir da

42 SAP. Desse estadio em diante o endosperma opaque~Z apresentou uma ativi
dade 25% mails elevada que o endoéperma normal.

A Figura 2B, mostra os pesos fresco e seco e a atividade da RNa-
se para a linhagem ML674, versoes normal e shrunken-2. 0 peso fresco do en

dosperma mutante foi bem maior que o do endosperma normal durante pratica-
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Figura 2 - Peso fresco, peso seco e atividade da RNase em endospermas nor-

mais (+) e mutantes das linhagens ML649, ML67L4 e CP577, durante
o desenvolvimento da semente.
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mente todo o deseﬁvolvimeﬂto da semente. A partir da metade da 22 SAP, o
endosperma shrunken-2 apresentou peso fresco em torno de 40% mais elevado
que o endosperma normal., A semethanga da linhagem ML649 opaque-2 , o en-
dosperma shrunken-2 atingiu o maximo de seu peso fresco nos estadios in-
termediarios do desenvolvimento da semente, enquanto que o endosperma nor
mal apresentou valores crescentes até a 62 SAP. A diminuicao no peso fres
CO nos esfédios finais da maturacao, no endosperma shrunken—2 , deve-se

provavelmente a perda de agua, indicando tambem, a semelhanca do endosper

ma opaque~2 , que a retengao de agua pelo endosperma mutante se processa

de maneira diferente do endosperma normal. Quanto ao peso seco, entretan-

to, as posicoes se inverteram. O endosperma mutante apresentou peso seco

bem menor que o endosperma normal, principalmente nos estadios finais do

. a a
desenvolvimento- da semente. Nas 5- e 6- SAP, o endosperma shrunken-2 apre

sentou uma reducao no peso seco da ordem de 20 e 35%, respectivamente, em
%

‘relacao ao endosperma normal. A atividade da RNase foi muito maior no en-

dosperma mutante em relagéo ao normal, durante todo o desenvolvimento da
semente. A partir da 3§ SAP a atividade da enzima foi 200% mais elevadano
endosperma ghrunken=2.

A Figura 2C, mostra os dados de peso fresco e peso seco e ativi
dade da RNase para a linhagem CPS??, versoes normal e shrurnken . 0  pesc

c o - . a .
fresco do endosperma mutante atingiu o valor maximo ao redor da 4= sAp,di

R \ - a
minuindo em sequida ate a 6~ SAP. 0 endosperma mutante apresentou peso

. a a a -
fresco maior na 4= SAP, e menor nas 5- e 6- SAP em relacao ao endosperma

normal. Nesse caso também, os resultados indicam processos diferentes de
retencao de agua entre os dois genotipos, a semelhanca do que ocorreu pa-
ra os outros dois mutantes analisados. Quanto ao peso seco, o endosperma

shrunken foi sempre menor que o endosperma normal durante todo o desen -

" a a
volvimento da semente. Nas 5- e 6~ SAP, o endosperma shrunken apresentou

uma reducdo no peso seco ao redor de 28% em relagao ao endosperma normal.
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A atividade da RNase, a semelhanca do qﬁe ocorreu para o0s outros mutantes

estudados, foi sempre maior no endosperma shrunken , durante todo o desen
volvimento da semente. A diferenca na atividade da enzima entre o endosper
ma mutante e o normal, foi maior nos estadios §ntermediérios do desenvolvi

mento da semente.

4.2 - Peso fresco, peso seco, conte(do de aqua e potencial osmotico em

endospermas do hibrido simples HS 7777, durante o desenvolvimen-

to da semente.

%

A Figura 3, mostra as interrelacoes entre o peso, conteldo de a-
gua e o potencial osmotico do endosperma do hibrido simples HS 7777, duran
te o desenvolvimento da semente. Como pode ser visto, o peso seco da semen
te, apresentou uma fase exponencial de crescimento entre os 15 e 40 DAP. A
partir desse estadio, o crescimento em termos de peso seco praticamente
néouse alterou até o final da maturagdo da semente. O peso fresco também
apresentoy uma fase exponencial até os 30 DAP. A partir dos 45 DAP, inici-
ou-se um decréscimo no peso fresco, que se manteve até o final da matura-
cao da semente. Essa queda co?responde a perda liquida de agua por parte
da semente, processo esse que se verifica a partir dos 30 DAP. Em termos
percentuais, o conteudo de agua &a semente € mals elevado no infcio do de-

senvolvimento , -diminuindo entao, quase que linearmente ate o final da matu

ragao. Apesar das grandes alteragoes que ocorreram no peso e no conteddo de
agua da semente, alteracoes essas que chegam a quase 10 vézes em relacao

aos valores iniciais, o potencial osmotico do endosperma permanecevconstan

te, durante todo o desenvolvimento da semente. Algumas pequenas alteracoes

ocorreram nas duas primeiras semanas do desenvolvimento da semente onde ob



[~

4
[p]
~J
i
B

el

' Figura 3 - Peso fresco (w ), peso seco (2}, conteddo de agua (@), porcenta-
gem de umidade (4 ) e potencial osmotico (O) eém sementes do hibri
do simples HS 7777, durante o desenvolvimento. Cada valor represen

ta a média de 10 repeticoes.
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servou-se oscilagoes para o potencial osmotico entre -9,0 e -11,0 baf, Nos
outros estédios do desenvolvimento do endosperma, ¢ potencial osmotico per~-
maneceu ao redor de ~9,0 bar.

Uma vez estabelecido o padrao de poten;iai osmotico durante o de-
senvolvimento da semente e considerando-se as curvas de crescimento em peso
e os padroes de atividade da RNase nos diferentes gendtipos, foi realizado
o segundo experimento, com o onjetivo de se obter informagoes um pouco mais
precisas a respeito das associacoes entre essas caracteristicas no endos -

perma denmilho.

k.3 - Infiuéncia da posicao da semente, ac longo da espiga sobre o peso

e o potencial osmotico do endosperma.

Inicialmente, com o objetivo de se determinar a posicao da espiga
na qual as sementes seriam amostradas para analise, foram medidos o poténci
al osmotico e o peso fresco de endospermas individuais ao longo do compri =
mento da espiga, em trés espigas normais (Tabela 4) e trés espigas ghpunken
(Tabela 5), da linhagem CP577. Para isso, 10 sementes foram retiradas de u-
ma mesma fileira, alternando-se uma sim, uma nao, a partir da base da espi-
ga, cobrindo todo o seu comprimento.

Como pode ser visto, o tamanho da semente diminue gradualmente a

‘partir da base (Tabelas 4 e 5, primeiras linhas) apresentando na extremida-

de superior da espiga (Tabelas 4 e 5, ultimas linhas), uma reducao no peso
fresco em torno de 25% em relacao as sementes da base, tanto para as espi -

gas normais como para as mutantes. Essa reducao de peso a partir da base pa

ra a ponta da espiga, determinou um coeficiente de correlacao entre o peso

fresco e a posigao da semente de+-0,92 para as sementes normais (Tabela 4) e
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Tabela 4 - Efeito da posicao da semente ao longo da espiga, no peso fresco
(PF) e no potencial osmotico (Ws) e coeficiente de correlagao
(r) entre essas caracteristicas e a posicao da semente, em semen

L3

tes normais da linhagem CP577 aos 25 DAP.

Posicao Nimero da espiga
da 1 2 3
semente PF Vs PF Ws PF Ys
{mg/ste) (bar) (mg/ste} (bar) {mg/ste) (bar)
1 182,3 —i2,7 182,8 —11,6‘ . 169,8  -11,1
3 178,2  =11,0 | 171,7 -is,z 173,5  -10,6
5 170,0 11,5 170,5 -10,6 168,6 - 9,5
7 179,5  =10,9 166,7 ~-10,7 157,00 -11,7
9 64,5 -11,2 172,3 -1,k 168,7 -10,6
1 154,30 -10,7 71,3 -11,2 147,46 - 9,8
13 159,9 - 9,8 159,3 - 8,8 14,7 -11,2
15 148,7 - 9,2 146,46 =12, 1ht, b -11,5
17 47,8 - 9,9 47,3 -10,0 127,5  -10,7
19 1h4,5 - 8,8 41,7 - 9,3 1442 - 9,0

r -0,95% ~0,92 -0,92 -0,58 -0,89 -p,22

T



Tabela 5 - Efeito da posicao da semente

(PF) e no potencial osmotico {Ws) e coeficiente de

- 30 -

ao longo da espiga, no peso fresco

correlacao

(r) entre essas caracteristicas e a posigao da semente, em semen

tes ghrunken da linhagem CP577 aos 25 DAP,

Posi§3o‘ Nimero da espiga
da 1 2 3
semente PF Vs PF Vs PF Vs
{mg/ste) {bar) {mg/ste) - (bar) {mg/ste) (bar)
1 214,3  -16,0 232,3  -16,3 210,06  -13,5
3 220,5 ~15,7 218,0  -15,4 203,5 -13,7
5 206,6 -16,2 190,0 =13,k 91,2 ~-14,2
7 212,8  -15,8 196,2  -13,0 180,8 -13,8
9 196,0  ~15,4 203,3  -15,3 204,5 -13,5
1 190,6  -15,6 199,5  -14,2 181,4  -12,9
13 185,2  -16,3 207,1  ~15,2 186,8  -14,8
15 169,1  -15,0 179,5 -14,1 178,9  -13,9
17 168,2  -16,5 181,6  -15,8 176,5  ~1h,4
19 165,3  -15,1 180,7 -15,0 168,2  -13,4
r -0,96 -0,25 -0,79  -0,00 0,84 -0,10
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de-0,88 para as sementes mutantes (Tabela 5). 0 potencial osmotico do endos
perma aparentemente nao sofre influéncia da posicaoc da semente na espiga. 0
coeficiente de correlagdo entre essas duas variéveié foi muito baixo ou nu-
lo, com excessac para o valor encontrado para a espiga 1 de endosperma nor-
mal, cujo coeficiente de correlacao foi de=-0,92 (Tabela 4).

Como as QariagSes encontradas para o peso e o potencial osmotico,
foram ménores no terco médio da espiga, escolheu-se esse local para a amos-
tragem das sementes. Nas espigas segregantes, as sementes normais e mutan -

tes, alem de serem amostradas na regiao central da espiga, foram retiradas

de posicoes adjacentes.

4,4 - Peso fresco, peso seco, conteldo de dgua e potencial osmotico em

mutantes de endosperma de mitho.

4.4.1 - Linhagem CP577, normal e shrunken.

As Tabelas 6 e 7, mostram os valores de peso fresco, peso seco,
conteldo de agua e potencial osmotico em sementes da linhagem CP577,  ver-
soes normal e shrunken | aos 25 DAP. As determinagoes do peso e do conteldo

de agua, foram efetuadas em 10 sementes individuais por espiga, em trés es-

p}gés. Para aidété}minagéo do potencla[wosmético, foram utilizadas 5 semen-

tes individuais de cada"uma das trés espigas.

0 peéo fresco das sementes dé. ambos os gendtipos foi bastante ho-
“mogénio dentro de uma mesma espiga ou mesmo entre espigas diferentes,apre -
sentando desvios padrao muito pequenos. Entretanto, comparando-se 0s pesos

entre os dois genétipos contrastantes, verificamos que as sementes do mutan
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Tabela 6 - Peso fresco, peso seco, conteddo de agua e potencial osmético em
sementes normais e shrunken da linhagem CP577, aos 25 DAP, em es

pigas segregantes.

Caracte- NS da Endospermas Dif.*
ristica espiga norma | ' shrunken (%)
Peso Fresco 1 221,6 T 9,3 268,6 & 14,2 21,2
{mg/semente) 2 223,6 * 10,1 266,0 T 15,4 19,0
3 233,8 9,6 263,9 + 6,9 12,9

Peso seco ] 97,7 ¥ 3,1 95,8 + 4,7 - L9
(mg/semente) 2 98,9 & 4,2 97,0 + 5,0 - 19
3 98,0 * 3,8 90,0 * 4,9 - 8,2

Agua 1 55,9 + 0,7 64,3 £ 0,6 15,0

(%) 2 55,8 ¢ 0,8 63,5+ 0,8 13,8

3 58,1 % 0,6 65,9 % 1,5 13,4

© Agua 1 123,9 ¢ 6,4  172,8% 9,7 39,5
(mg/semente) 2 124,7 ¥ 6,5 169,0 * 10,8 35,5
3 135,8 £ 6,2 173,97 5,9 28,1

Peso fresco 1 136,9 T 16,2 177,2 t 14,8 29.,%
{mg/ endo) 2 41,1 + 9,3 178,0 + 2,9 26,2
3 141,0 £ 10,2 187,9 + 13,0 32,6

Tt RstencTal T T R TY 09T USRS R 0,8 T 33,3
osmbtico 2 T -iz2,6t 1,80 =16,8F 10 33,3
o - 14,5 7 1,0 8,2

( bar) 3 - 13,4

% pif. = ( mutante - normal ) / normal x 100



Tabela 7 - Peso fresco, peso seco, conteddo de‘égua e potencial osmotico em
sementes normais e shrunken, da linhagen CP577, aos 25 DAP, em

espigas homozigotas.

Caracte- N da Endospermas : Dif.*
ristica espiga norma| ehrunken (%)
Peso fresco 1 2447 + 13,2 272,6 + 11,4 11,4
(mg/semente) 2 229,1 1 15,3 278,6 T 14,5 21,6
‘ 3 219,4 * 14,0 265,2 + 11,7 20,9
Peso seco 1 103,3 ¥ 5,1 90,2 + 2,7 -12,6
(mg/semente) 2 101,6 + 8,8 94,0+ 6,5 - 7,5
3 95,5+ 7,3 93,2 £ 3,0 - 2,4
Aqua 1 57,8 + 0,6 66,5 1,0 15,1
(%) 2 . 55,7t 1,2 66,3 * 0,9 19,0
' 3 56,5 + 1,4 64,8 + 0,8 14,7
Aqua o 11,5+ 8,5 181,4 * 9,4 | 28,2
(mg/semente) i 127,48+ 7,3 184,6 + 8,7 L 9
3 123,9 8,1 172,0 + 3,3 38,8
Peso fresco 1 161,4 11,7 190,7 *+ 15,9 18,2
{mg/ endo) 2 153,2 + 12,0 197,1 * 18,7 28,7
3 145,9 F 14,9 188,9 = 9,7 29,5
Potencial 1 - 11,6% 0,5 - 16,4 + 1,5 41,4
osmotico 2 - 1,7t 10 - 14,5 F 1,5 23,9
{ bar) 3 - 11,0 % 0,8 - 13,3t 1,0 20,9

* Dif. = ( mutante - normal ) / normal x 100
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te shrunken apresentaram peso freséo 17% mais elevado que as sementes nor-
mais., Esses dados, obtidos em espigas segregantes (Tabela 6), nao diferem
daqueles obtidos em espigas homozigotas (Tabela 7), sugerindo a ausénciade
efeito de dosagem para essa caracteristica. Por outro ladoe, o grau de varia
bilidade nos dois tipos de amostragem foram comparaveis.

0s resultados observados para o pesoc seco, tanto para as sementes
normais como para as mutantes, também mostraram desvios padrac muito baixos.
Ao contrario do que ocorrevpara o peso fresco, o peso seco das sementes mu-

tantes foi cerca de 6% menor doque o das sementes normais. Essa diferenca

fol maior entre as sementes analisadas em espigas homozi'gotas.

0 conteudo de agua da semente estad representado dé duas fromas
como percentagem do peso fresco e como quantidade absoluta por semente. 0s
valores percentuais foram utiiizadqs para a estimativa do conteudo de aqua
dos endOSpermas‘na determinacao do potencial osmotico. E interessante veri-
ficar que a utilizagao desse dado na estimativa do potencial osmotico & bas
tante valida, uma vez que o% valores percentuais sao muito pouco variaveis
entre sementes de um mesmo genotipo, tanto dentro de uma mesma espiga como
entre espigas difgrentes.b contetudo de agua da semente, como percentagem ,
foi a caracteristica que apresentou o menor desvio padrdo. Dada a precisao
das medidas, as diferencas entre os genotipos contrastantes, em ambos os ti

v
pos de amostragem, sao bastante evidentes. A semente do mutante shrunken a-
presentou um percentual de agua 15% mais elevado que a semente normal. Quan
do o conteido de agua da semente € expresso em mg/semente, as diferengas en
tre os dois gendtipos sao maiores. A semente shrumken apresentou um contel-
do de agua 35% mais elevado que a semente normal.

0s valores de peso fresco pof-endosperma, correspondem aos dados

utilizados para o calculo do potencial osmotico. Como pode ser visto, aos

25 DAP o endosperma representa, aproximadamente, de 60 a 70% do total da

semente em ambos os genotipos. £ interessante notar que a diferenca de peso

e

e T



fresco entre os dois gendtipos € maior quando se compara apenas os endosper
mas, ao invez das sementes. |sso se deveymuito provavelmente, ao fato do
gene expressar-se apenas no endosperma, pois as sementes sao formadas tam -
bém por outros tecidos que nao manifestam o efeito do gene.

0 potencial osmotico dos endospermas foi mais variavel em relacao
as outras caracteristicas analisadas, tanto dentro, comoc entre espigas de
uma mesmo genotipo. Comparando-se os dois gendtipos, entretanto, verifica -
moé que o potencial osmotico do endosperma mutante foi cerca de 30% menor do

que o do endosperma normal,
2

L. 4.2 - Linhagem SRRD992, normal e sugary

As Tabelas 8 e 9, mostram o peso fresco , o peso seco, o conteldo
de agua e o potencial osmdtico em sementes da linhagem SRRD392, versoes nor
mal e sugary , aos 25 DAP. As condic¢oes de amostragem foram as mesmas daque
las da linhagem CP577. Os dados observados mostram que na amostragem efetuy-
ada em espigas segregantes (Tabela 8}, o peso fresco das sementes sugary‘,
foi cerca de 11% maior que o das sementes normais. Entretanto os dados ob~-
tidos em espigas homozigotas’?Tabela 9), nao s3o tao evidentes quanto a es~
se aspecto. Nesse caso, ocorreram espigas sugary cujas sementes apresenta -

ram peso fresco maiores ou menores que as sementes normais. 0 peso seco das

sementes, levando-se em conta apenas os dados obtidos em espigas segregan -

tes, foi  menor - para as sementes sugary . Entretanto os dados nao $30
muito consistentes , tendo ém viéta que para a espiga 2 praticamente nao
houve diferenca entre os dois gendtipos.

D efeito do gene sugary no conteildo de agua da semente, foi mui-

to mais acentuado em relag50 as outras caracteristicas analisadas. Em ter-



Tabela 8 - Peso fresco, peso seco, conteldo de agua e potencial osmético em
sementes normais e gugary, da linhagem SRRDY92, aos 25 DAP, em

espigas segregantes.

Caracte- N¢ da Endospermas Dif.*
ristica espiga normal sugary (%)
Peso fresco 1 200,9 + 12,5 224,54 t 15,7 11,7
(mg/semente) 2 171,5 9,8 196,2 t 13,7 14,4
3 177,1 15,1 189,9 * 18,8 7.2
Peso seco 1 82,4t 61 73,1t 3.9 -11,3
(mg/semente) 2 . 69,7 t 5,4 70,0 +. k4,1 0,4
3 70,5 F 5,5 63,4t 5.5 -10,1
Aqua 1. | £9,2 + 0,8 67,4+ 1,1 13,9
(%} . 2 ’ 59:14-}: 1)’" 61":3 :.i..- 1;7 8’2
' ' 3 60,2 + 1,6 66,6 T 1,1 10,6
Agua 1 119,5 6,7 151,3 * 12,4 26,6
(mg/semente) 2 101,8 ¥ 5,2 126,3 £ 11,0 24 1
3 106,7 * 10,5 126,5 1 13,7 18,6
Pesoc fresco 1 130,9 + 6,4 176,4 + 14,2 34,8
{mg/ endo) 2 123,7 Y 16,5 140,8 17,9 13,8
3 129,6 * 6,8 47,6 + 4,3 13,9
Potencial 1 - 8,1t 0,6 - 11,6 ¥ 1,1 43,2
osmotico 2 - 9,81t 0,6 - 13,3t 1,4 35,7
( bar) 3 - 10,0t 0,1 - 11,9 % 0,7 19,0

* Dif. = { mutante - normal } / normal x 100
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Tabela 9 - Peso fresco, peso seco, contelGdo de agua e potencial osmotico em

sementes normais e sugary, da linhagem SRRD992, aos 25 DAP, em
espigas homozigotas.
Caracte- N da Endospermas Dif.*

ristica espiga normal sugary (%)
Peso fresco 1 163, % 6,0 210,6 * 13,7 28,9
(mg/semente) 2 191, 5.9 190,9 + 12,8 - 0,3
3 200,5 * 9 4 218,7 T 14,4 9,1
Peso seco 1 66,1t 2.6 70,6 ¥ 5.9 6,8
{mg/semente) 2 76,2 % 2.1 67,6 + 4.3 -11,3
3 76,11 3,3 76,5 F 5,7 0,5
Aqua 1 59,7 + 0,7 66,5 ¥ 0,9 11,4
(%) 2 60,2 t 0,4 64,6 ¥ 1,8 7.3
3 62,0 * 0,8 65,0 + 1,6 4,8
 Agua ? 97,3 * 3,8 139,9 * 8,1 43,8
(mg/semente) 2 115,2 ¥ 3.9 123,3 F 9,4 7,0
3 125, % 6.7 142,2 * 10,5 14,3
Peso fresco 1 1kt 7.0 162,2 * 12,6 45,6
{mg/ endo) 2 130,6 * 9,2 136,6 + 9,1 4,6
3 136,6 T 5,8 143,5 * 19,5 5,1
_Potencial 1.~ -10,6% 1,2" -13,9% 0,6 _ 31,1
Osmdtico 2 - 10,27 0,3 - 11,7 % 0,4 14,7
{ bar) 3 - 103 % 0,4 - 13,8 % 1,4 34,0

* Dif. = ( mutante - normal ) / normal x 100
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mos percentuais as sementes sugary apresentaram um conteido de agua 6%
mais elevado que as sementes normais. Esses dados sao validos tanto para
as sementes obtidas em espigas segregantes (Tabela 8) como para aqueles ob
tidos em espigas homozigotas (Tabela 9). Em valores absolutos, o conteddo

de agua das sementes normais foi cerca de 25% menor do que o das sementes

sugary -

0 peso fresco do endosperma para essa linhagem oscilou entre 70
e 75% do total da semente para ambos os genotipos, sendo cerca de 20% mais
elevado para o endosperma mutante. Aqui também, a diferenca de peso fresco
entre os dois tipos de endosperma foi maior do que aquela obtida entre as
sementes correspondentes.

0 potencial osmotico, a exemplé do que foi verificaao para o mu-
tante shrunken , fol menor nos endospermas sugary . Enquanto os endos -
permas normais apresentaram poteﬁcial osmotico ao redor de -10,0 bar, 05

endospermas sugary  apresentaram valores em torno de -12,0 bar.

L.4.3 - LEnhagém ML674, normal e shrumken-2

-t

0s efeitos dos genes shrunken e sugary no peso, conteudo de
agua e potencial osmotico do endosperma, foram essencialmente semelhantes,
revelando para os endospermas mutantes, valores maiores para o peso fresco
e menores para O peso seco e potencial osmotico. Essas alteracoes ocorreran
no mesmo sentido e foram muito mais acentuadas no mutante shrumken-2  em
relagao ao endosperma normal da 1inhagém ML674.

As Tabelas 10 e 11, mostram os resultados para essas caracteris-

ticas na linhagem ML67h4, versoes normal e shrunken—2 , aos 25 DAP. 0 pe-

so fresco das sementes fol muito mais elevado para o tipo mutante. Nas es-
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Tabela 10 - Peso fresco, peso seco, conteGdo de dgua e potencial osmético
em sementes normais e shrunken—2, da linhagem ML&674, aos 25 DAP

em espigas segregantes.

Caracte- N° da : Endospermas ' Dif.*
ristica espiga norma| ' shrunken-2 (%)
Peso fresco 1 176,9 £ 10,4 235,1 % 11,8 32,9
(mg/semente) 2 195,5 * 10,8 268,6 ¥ 13,4 37,4
3 201,3 * 10,7 258,9 * 13,2 28,6

Peso seco 1T 79,1t 46 - 68,9% 2,5 -12,9
(mg/semente) 2 gh,1 + 4.6 84,0 + 3.7 -10,7
3 91,3 + 4,4 76,8 T 4,0 -15,9
Agua . 1 55,3 % 0,9 70,7 1 0,9 27,8
(%) 2 . 51,8 % 1,6 68,7 & 0,7 32,6

3 54,6 * 1,0 70,3 % 0,5 28,8
Agua 1 97,8 * 6,4 166,3 T 9,8 70,0
(mg/semente) 2 101, % 6,9 184,6 * 10,3 82,1
3 110,0 * 6,9 182,01 9,5 65,5
Peso fresco 1 122,2 t 2,4 182,99t 7,3 49,7
{mg/ endo) 2 151,0 * 6,6 211, + 18,9 k0,0
3 146,9 * 13,7 212,6 10,2 L, 7
Potencial 1 - 9,0t 1,5 - 16,3 % 0,7 81,1
osmbtico 2 -10,5% 0,9 - 17,91 1,0 70,5
{ bar) 3 - 8,5% 1,0 - 18,6 * 0,5 118,8

i
»

# Dif. = ( mutante - normal ) / notmal x 100
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Tabela 11 - Peso fresco, peso seco, conteudo de agua e potencial osmotico
em sementes normais e shrunken-2, da linhagem ML674, aos 25 DAP

em espigas homozigotas.

Caracte~ Ne da Endospermas - Dif.*
: ffstica espiga | normal shrunken-2 (%)
Peso fresco 1 155.0 + 9,3 236,8 * 10,9 52,8
3 (mg/semente) 2 187,6 7 8.8 252,2 + 20,2 34,4
: 3 184,7 8,7 27,9 * 11,0 48,8
Peso seco 1 78,11 41 68,9 % 2,1 o =11,8
~ {mg/semente) 2 88,4t 4,3 79,1 % 5,2 -10,5
3 85,9 ¥ 3,4 78,37 0,4 - 8,8
Agua i 49,6 ¥ 0,9 70,9t 0,6 42,9
(%) 2 52,8 t 3,0 68,6 T 0,6 29,9
3 53,8 ¥ 1,8 71,5 % 0,4 32,9
- Agua 1 76,9 1 6,1 67,9t 9,2 118,3
{mg/semente) 2 99,2 + 8,8  173,1 Y 15,1 7h,5
3 ‘ 98,8 * 6,5 196,7 F 7,9 99,1
Peso fresco 1 115,2 + 5.6 195,3 * 8,0 69,5
(mg/semente) 2 138,6 T 9,6 217,6 12,5 57,0
42,2 * 11,1 229,7 * 11,7 61,5
'“?W”““**f’Potenc?aiw"T”¥F"—¥—~;fwﬁwww44;%wfmn150' - w"?Eyéhf*”0a4 - 36,8
- osmdtico 2 =96 F 0,9 - -18,57F 1,5 92,7
( bar) 3 - 8,9% 0,9 - 17,8 % 0,5 100,0

*Dif = ( mutante - normal )} / normal x 100
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pigas segregantes (Tabela 10) as semenfes mutantes apresentaram peso fresco
en torno de 33% mais elevado que as sementes normais, enguanto que nas espi
ga;lhomozigotas a diferenca foi de 45% (Tabela 11).

0 peso seco das sementes, por sua vez, fol cerca de 13% menor no
mutante em relagao ao normal.

As maioreé diferengas entre as sementes mutantes e normais, foram

observadas para o conteldo de dgua e o potencial osmético. Em termos percen

tuals as sementes shrunken—2 apresentaram um teor de agua em torno de 30%

mais elevado que as sementes normais. Em.valores absolutos, por sua vez, a
diferenga oscilou em trono de 70%. 0 peso fresco do endosperma foi 45% mais
elevado nas sementes mutantes, novamente mostrande que o efeito do gene @&
melhor avaliado, quando analisamos apenas o endospermaf

0 potencial osmotico das sementes, foi bastante contrastante nos
dois genotipos. 0s endospermas shrunken—2 apresentaram uma redugéo da or-
dem de 90% no potencial osmotico, em relagao aos endospermas normais.

Esses resultados indicam que nos endospermas mutantes, apesar do
conteddo de agua ser mais elevado que nos endospermas normais, estd ocorren
do estresse osmOtico., 1sso porque o estresse € caracterizado pelo potencial

osmotico, e nao pelo contelido de agua do tecido.

h.b.4 - Linhagem MLBAY, normal e opague-2

As Tabelas 12 e 13, mogpram o peso fresco, peso seco, o conteﬁdo
de agua e o potencial osmdtico para a linhagem ML6LY, versdes normal e opa-
que~2, aos 25 DAP. A exemplo do que ocorreu para a linhagem SRRD992, a di-
ferenca de peso fresco entre as sementes mutantes e normais nao sao muito e

videntes quando comparamos espigas homdzidotas (Tabela 13). 0 peso fresco
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Tabela 12 - Peso fresco, peso seco, conteldo de agua e potencial osmdtico
em sementes normais e opaqué—B, da linhagem ML649, aos 25 DAP

em espigas segregantes.

Caracte- N da ' Endospermas Dif.*
ristica espiga normal opaque-2 (%)
Peso fresco 1 257,8 + 18,0 282,4 + 26,3 9,5
(mg/semeﬂte) 2 284,5 + 11,1 323,7 + 12,5 13,8
3 278,1 ¥ 17,8 311,2 7 19,9 11,9

Peso seco ‘ 1 , 97,2 + 4,2 100,2 + 6,8 3,1
{mg/semente) . 2 107,2 + 3,2 108,6 ¥ 3,5 1,3
3 102,1 = 4,1 100,0 ¥ 4,6 - 2,1

Agua - 1 62,2 & 1,6 64,4 T 1,4 3,5
(%) 2 62,3 F 1,4 66,4 * 0,8 6,6

3 63,2 % 1,1 67,8 % 0,7 7.3

Agua 1 160,6 * 14,8 182,21 20,0 13,4
(mg/semente) 2 177,48 1 10,1 215,1 % 10,4 21,3
3 176,0 * 14,1 211,2 T 15,4 20,0

Peso fresco 1 203,2 + 18,2 221,9 * 10,6 9,2
(mg/ endo) 2 22,5 + 8.7 260,8 * 14,4 16,2
3 212,4 ¥ 12,9 40,4 + 17,2 13,2

Potencial 1 - 10,1 % 0,7 -1, 0 12,9
osmotico 2 - 10,2t 1,7 - 11,71 0,6 14,7

( bar) 3 - 11,2 % 0,7 - 13,17 1,0 17,0

* Dif. = ( mutante - normal ) / normal x 100



Tabela 13 - Peso fresco, peso seco, conteddo de agua e potencial osmotico
em sementes normais e opaque~2, da linhagem ML6L4Y, aos 25 DAP

em espigas homozigotas.

Caracte- NS¢ da Endospermas ' Dif.*
ristica espiga normal opague=2 (%)
Peso fresco 1 226,6 * 11,6 200,0 * 15,0 -11,7
{mg/semente) 2 257,3 14,2 267,40 % 8,6 3,9
| 3 313,3 + 13,8 2294 * 15,8 -26,8
Peso seco 1 100,9 + 5.8 83,8t 9,6 ~16,9
(mg/semente) 2 107,27 7,0 05,5 * 3,2 - 1,6
3 118,11+ 3,9 95,3+ 6,5 ~19,3
Agua 1 55,51 0,8 58,9 1 2,1 6,1
(?6) ) 2 " 57’5 ‘i. 3;8 6{]:5 f 034 5,2
3 62,3 % 0,8 58,5 ¥ 1,8 - 6,1
Agua 1 125,7 % 6,4 19,9 T 12,8 - 4,6
(mg/semente) . 2 148,1 % 10,2 161,8 + 5,7 9,3
3 195,2 * 10,5 134,1 10,7 -31,3
Peso fresco 1 64,7 * 10,3 153,99+ 7,7 - 6,6
(mg/ endo) 2 184,9 1 13,8 297,8 Y 7.2 12,4
3 209,3 & 7,6 159,2 + 7,4 ~23,9
Potencial 1 - 10,6 % 0,7 - 11,2 % 2.1 5,7
0smot i co 2 - 12,1 % 1,0 - 13,4 % 0,7 10,7
3 - 10,6 * 0,3 - 7,5

2,1 - 9,8

ot

* Dif. = ( mutante - normal ) / normal x 100
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das sementes obtidas em espigas segregantes, entretanto, foi em torno de
12% mais elevado para as sementes opaque—~2 em relacac as sementes normais
0 peso seco das sementes foi praticamente idéntico para os dois
gendtipos. 0 conteido de agua, tanto em valores percentuais como em valo -
res absolutos foi maior para as sementes opaque~2 . 0 potencial osmotico
foi em trono de 20% menor no endosperma opaque-2  em relagao ao endosper-

ma normal.

L.5 - Peso fresco, peso seco, conteldo de dgua e potencial osmotico em

sementes Fi obtidas dos cruzamentos entre as linhagens SRRD9SZ ,

ML64S e MLETAL.

As versoes normais das linhagens SRRD992, ML6L9 e ML6E7A, foram
cruzadas entre si, e as sementes F1 foram analisadas quanto ao peso frescqg
peso seco, potencial osmotico e atividade da RNase, aos 25 DAP.

A Tabela 14, mostra algumas dessas caracteristicas nas sementes
Ft provenientes do cruzamento entre as linhagens ML649 e SRRD992. Como po-
de ser visto atraves dos cruzamentos reciprocos, parece haver um efeito sig
nificativo do genotipo da plahta mae nas caracterfsticas da semente. O pe-

so fresco das sementes foi maior guande a linhagem ML6AY foi utilizada co-

mo femea. 0 mesmo ocorreu para O pesc seco e para o conteGdo de agua em

‘termos absolutos. Em termos percentuais o conteudo de agua fol semelhante

para os cruzamentos nos dois sentidos. 0 peso fresco do endosperma também
fol maior quando a linhagem ML6LY foi ytilizada como fémea. 0 efeito do ge

notipo da planta mae tambeém foi observado para o potencial osmotico. 0s en

dospermas obtidos na linhagem SRRD992 apresentaram um potencial de -6,5

bar, enquanto que nos endospermas obtidos na linhagem ML64Y o potencial
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Tabela 14 - Peso fresco, peso seco, conteldo de agua e potencial osmotico

em sementes F dos cruzamentos reciprocos entre as linhagens
1 g

ML649 e SRRD992, aos 25 DAP.

Caracte~ N? da
0 ML649 x SRRD992 G Q SRRDI9Z x ML6AS d
ristica espiga

Peso fresco 1 248,7 + 13,2 228.2 * 15,5
(mg/semente) 2 272,8 t 28,0 245,2 t 11,8
' 3 267,1 t 13,2 222,9 T 8.3
Peso seco 1 105,9 * 4,3 _ 93,0 11
(mg/semente) 2 17,5 ¥ 9,5 - 107,2 * 5.8
3 10,0 T 6,0 97,7t 3,2
Agua 1 57,4 1 0,8 59,4 2,3
(%) 2 . 56,8 T 1.1 56,4 2.1
' 3 58,8 * 1,1 56,2 * 0,6
Agua _ 7 42,7 T 9,2 135,2 % 4,7
(mg/semente) ) 155,4 T 18,6 138,7 * 9,9
3 157,1 1 8.6 125,3 * 5,4
Peso fresco 1 | 185,9 T 13,5 159,6 * 9.6
(mg/ endo) 2 207,7 * 19,0 170,6  * 11,7
3 196,1 t 9,3 64,0 t 8,6
Potencial 1 - 7,8 7 1,4 - 6,5 T 1,0
osmotico 2 - 7,6 t 1.6 - 7,1 1
( bar) 3 -7,9 % 0,8 -58 T 1,3

i e R



Tabela 15 - Peso fresco, peso seco, conteudo de agua e potencial osmdtico

em sementes F] dos cruzamentos reciprocos entre as linhagens

ML674 e SRRDS92, aos 25 DAP.

Caracte~ N® da
Q ML674 x SRRD992 O @ SRRD992 x HLET4

ristica espiga
Péso fresco 1 200,4 * 3,7 182,7 ¥ 9.0
(mg/semente) 2 193,9 + 8,2 207,8 * 10,5
3 204,00 * 4,5 185,6 * 8,4
Peso seco 1 _ 96,3 + 2.4 _ 76,2 t 40
{mg/semente) 2. . 9%,0 + 3,3 . 85,8 1 4,8
3 97,5 * 1,8 77, 3,6
Agua 1 51,9 % 0,7 58,3 ¥ 0,4
(%) . 2 ‘ . 51,5 * 0,7 58,2 ¥ 0,6
' ' 3 52,2 ¥ 0,8 58,3 % 0,5
Agua 1 04,1 * 2,2 06,5 ¥ 5,0
(mg/semente) 2 99,9 T 5,1 121,0 + 6,0
3 106,6 * 3,6 108,2 1t 5.6
Peso fresco 1 154,17 * 10,4 123,9 * 6,1
(mg/ endo) 2 19,4 t 6.8 15,1 T 10,5
3 47,6 + 7.4 128,6 F 9.4
Potencial 1 - 7,5 Y 1 -9,3 T 0,9
osmético 2 - 7,9 T o -9,0 * 0,5
( bar) 3 - 6,9 I 0,9 - 8,5 T 0,k




Tabela 16 - Peso fresco, peso seco, conteido de agua e potencial osmdtico
em sementes F} dos cruzamentos reciprocos entre as linhagens

ML64Y e ML6T4, aos 25 DAP.

Caracte- N¢ da
0 ML64g x ML67H § 0 ML67h x ML649 O
ristica espiga

Péso  fresco 1 277,0 ¥ 14,1 195,0 % 14,0
(mg/semente) 2 301,71 t 7.4 187,2 % 9,8
Peso seco 1 07,7 * 3,2 89,6 * 6,0
(mg/semente) 2 17,0 + 4,5 92,4 4,3
136,2 T 5.4 90,5 * 6,8
Agua 1 61,1 = 1,2 sh,o 1,8
(%) 2 61,2 * 1,1 50,6 ¥ 0,9
3 60,6 1,7 52,2 t 0,4
Agua 1 169,3 11,5 105,4 * 10,8
(mg/semente) o2 183,9 ¥ 5.3 $4,8 * 5,9
3 210,6 T 21,4 98,8 * 6,2
Peso fresco 1 . 190,5 * 12,6 W44 + 8.2
(mg/ endo) 2 225,6 t 14,3 133,9 1 6,6
3 232,9 ta7,7 139,2 + 7,4
| Potencial —~ — 1 - - 8,4 T 0,8 - 5,1t 0,7
T osmotico - 2 - 8,4 * 1,0 - 43t 0,6
{ bar) 3 -8,2 * 0,5 - 5,3 * 0,4

-
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foi de -7,5 bar.

A Tabela 15, mostra o peso fresco, péso seco, conteido de agua e
o potencial osmotico das sementes Ft provenientes do cruzamento entre as 11
nhagens ML674 e SRRDS92. 0 peso fresco das sementes F} foi semelhante
nos cruzamentos reciprocos. Entretanto, o peso seco e o conteido de aqua em
termos absolutos foi maior quando a linhagem ML674 foi utilizada como fémea
Em termos percentuais o teor de agua foi maior quando a linhagem SRRD992
foi utilizada como fémea. 0 peso fresco do endosperma por sua vez foi maior

quando a linhagem ML674 foi utilizada como fémea. 0 potencial osmotico, foi

menor nas sementes F] obtidas na linhagem SRRDI9Z em relagéo as sementes og

tidas na linhagem ML674, mostrando claramente o efeito do genotipo da plan-
ta mae.
0 efeito do genotipo da planta mae nas caracteristicas das semen-

tes F. foi muito mais acentuado nos cruzamentos entre as linhagens ML6LS e

1
ML674 (Tabela 16). O peso fresco, peso seco, conteudo de agua e o peso fres
co do endosperma foram muito maior¢s, quando a linhagem ML6LS foi utilizada

como fémea. 0 potencial osmotico, por sua vez foi bem menor quando a linha-

gem ML649 foi utilizada como femea.

.6 - Atividade da RNase &m endospermas normais e mutantes das linha-

gens CP577, ML6LY9, ML674 e SRRDY92, aos 25 DAP.

A Tabela 17, mostra a atividade da RNase em endospermas normais e
mutantes, nas quatro linhagens estudadas, aos 25 DAP, Foram analisados 5 en

v

dospermas individuais por espiga em tvés espigas. Nas espigas segregantes ,

as sementes normais e mutantes foram retiradas de posicoes adjacentes.

Como pode ser visto, na linhagem CP577 a atividade da RNase vari-

- 48 -
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Tabela 17 - Atividade da RNase (Unidades/endosperma), nos endospermas nor-

mais e mutantes das linhagens ML64Y, ML67L, SRRD992 e CP577

aos 25 DAP, em espigas segregantes (A) e espigas homozigotas(B).

T BUSUSU

Linhagem Tipo Endosperma Numero da espiga
: de
espiga 1 2 3
CP577 A Shshsh 76,6 T 3,2 72,2 + 5.6 64,8 T 4.8
: o ‘shshsh 82,4+ 8,3 105,7% 6,1 78,8 + 6,7
B ShEhSh 51,5+ 4.5 52,0t 5,2 54,9 + 5,1
shehsh 103,0 ¥ 7,3 63,0 T 4,5 82,7t 6,
ML64LY A 020208 86,7 % 7,9 76,4 + 14,0  104,6 6,7
080802 45,6 ¥ L5 146,6 % 2,9 48,0 6,8
B 020202 70,6 * 3,4 69,6 T 7,4 85,3t 8,4
0820202 thh,7 Y 9,5 152,1 % 8,6 152,3 % 4,7
MLETH A Sh2shish? 66,87 6,3 49,1 % 8,3 57,5 7% 10,4
sh2sh2shs 103,3 % 5,9 120,00 % 5,0 132,0 %t 7,2
B Sheshoshz h2,6 % 2,3 39,7 % 1,4 32,9+ 1,9
shishish? 125,44 £ 7,6 139,1 + 3.9 34,1 £ 8,2
SRRD992 A Sususu 30,5+t 3,6 23,5 % 2.8 20,2 + 2.4
' SUSUSU 39,7 + 3,2 37,1 % 4,2 34,0 F 3,5
- ~B- -SuSuSu 335 3-F - 25— 2658 3,1 34,5 F 1.9
2,6 * 3,1 - 41,8 *F 2,3 k9,9 t 3.2
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ou bastante entre espigas, tanto para os endospermas normais como para o0s
endospermas shrunken . Essa varia¢3o ocorreu em ambos os tipos de espiga.
Entretanto, independentemente do tipo de amostragem, o endosperma mutante
apresentou uma atividade mais elevada. Nas espigas segregantes (A}, a ati-
vidade da enzima fol 25% maior nos endospermas mutantes. Nas espigas homq*
zigotas (B) a difefenga foi maior, oscilando em torno de 57%. A diferenca
encontrada nesse caso, deveu-se principalmente a diferenga de atividade en
tré os endospermas normais de ambos os tipos de amostragem, uma vez que a

atividade da RNase nos endospermas mutantes foi semelhante, oscilando em

torno de 89 unidades/endosperma nas espigas segregantes (A) e 83 unidades/
£
endosperma nas espigas homozigotas (B). Nos endospermas normais as ativida

des foram de 71 e 53 unidades/endosperma, respectivamente, para as espigas
segregantes (A) e homézigotas (B). Esses resultados indicam claramente um
efeito de dosagem para a atividade da RNase, uma vez que os endospermas nor
mais, em espigas segregantes, sao heterozigotos (Shshsh). |

A atividade da RNase entre espigas, nas trés linhagens restantes
foi menos variavel. Na linhagem ML649, o endosperma opague-2 apresentou
aumentos de 66 e 99% na atividade da RNase em relacao aos endospermas nor-
mais em espigas segregantes (A) e homozigotas (B), respectivamente. Aqu}
também observou-se efeito de dosagem, uma vez que a atividade da enzima no
endosperma opaque-2  foi seé;ihante em ambos os tipos de amostragem. A
maior diferenga na atividade da RNase entre endospermas normais e mutantes
foi observada para a linhagem ML674. Nessa linhagem, o endosperma  shrun—

ken-2 apresentou uma atividade em torno de 130 unidades/endosperma nos dois

tipos-de amostragem, cbrreSpondendo a auﬁentos de 120% em relacao ao endos
perma heterozigoto (Sh2sh2sh2) émde 246% em relagao ao endosperma hémozigg
to dominante (Sh2sh25h2). Como pode ser visto, nessa linhagem o efeito de
dosagem fol muito mais acentuado, pois o endosperma  heterozigoto apresen

tou cerca de 58 unidades/endosperma, enquanto que no homozigoto a ativida-

BIBLICTECA CENTRAR



de da enzima oscilou em torno de 35 unidades/endosperma.

L.7 - Atividade da RNase em endospermas F. obtidos de cruzamentos reci

i
procos entre as linhagens ML64Y, ML674 e SRRDS92.

A Tabela 18, mostra a atividade da RNase em endospermas F1 obti-

dos de cruzamentos reciprocos entre as linhagens ML6L4Y, ML67L e SRRD99Z.Pa
ra cada tipo de cruzamento, foram analisados 5 endospermas individuais por
g;piga, em trés espigas, aos 25 DAP. Como pode ser visto, a atividade da
RNase depende do genotipo da planta em que as sementes F] sao produzidas.
Nos cruzamentos entre és linhagens ML649 e ML67L, obse?vou*se uma ativida-
de em torno de 69 e 56 unidades/endosperma, respectivamente. Nos cruzamen-
tos entre as linhagens ML649 e SRRD992 os valores foram de 59 é 38 unida -
des/endosperma. Por sua vez, nos cruzamentos entre as linhagens ML674 e

SRRD99Z os valores correspondentes foram de 41 e 28 unidades/endosperma.

4.8 - Associagao entre a atividade da RNase e o potencial osmoético nos

r
mutantes de endosperma de miiho,

A Tabela 13, mostra as diferencas percentuais para o potencial

osmOtico e para a atividade da RNase, entre os endospermas normais e mutan
tes das quatro linhagens analisadas. 0% valores correspondentes ao poten -

cial osmotico representam a média das espigas dos dois tipos de amostragen

realizados, enquanto que os valores correspondentes a atividade da RNase

representam a média das espigas homozigotas. Os valores obtidos em espi -
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Tabela 18 - Atividade da RNase em endospermas normais de sementes F1

EO—

obtidas

dos cruzamentos entre as linhagens ML64Y, ML674 e SRRD992, aos

25 DAP.

Tipo de Ndmero da espiga

cruzamento 2 3

? &
ML6LO x ML67k 63,7 * 12,5 79,6+ 4.8 63,1 7 8,3
ML674 x MLB49 48,9+ 7,6 67,9 F 9,6 51,2+ 1,0
ML649 x SRRD992 50,3 + 10,4 81,2 ¥ 14,3 Lh,2 + 2.9
SRRD992 x MLEKLY bi,6 T 7,9 33,9 % 6,7 38,9t 3,5
ML674 x SRRD9Y92 40,6 . 7,1 Ly, 4t 6,2 35,7 Y 4,5
SRRDI92 x ML674 19,8 + 2,1 35,8 t 6,9 27,0t 2,9
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Tabela 19 - Diferenca de potencial osmotico e atividade da RNase entre os

endospermas normais e mutantes, analisados acs 25 DAP.

Linhagem

Diferenca de Diferenca de
potencial atividade
0smotico da RNase

(%) (%)
CP577 26,8 57,3
SRRD992 29,6 h2,8
ML67k 83,3 250,6
8,9 100,7

ML64S

Diferenca = (mutante

- normal) / normal x 100.



menor observada enquanto que a diferenca para a atividade da RNase foi in
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'gas segregantes nao foram utilizados em fungdo do efeito de dosagem obser
vado. Como pode ser visto, existe uma certa propercionalidade entre as di-
ferencas observadas para o potencial osmotico e para a atividade da RNase,
principalmente para os mutantes que produzem alteragoes no metabolismo de
carboidratos. Assim, gquanto maior a diferenga no potencial osmotico, maior
também foi a diferénga observada pa}a a atividade da RNase. Entretanto, pa
ra o m?tante opaque~2, essa correlacao nao foi muito clara, uma vez que a

diferenga no potencial osmotico entre esse mutante e o tipo normal foi a

termediaria entre os valores observados para os mutantes sugary e shrunken

e shrunken—2.

4,9 - Eletroforese da RNase.

A eletroforese da RNase foi efetuada para as linhagens ML64Q, ML
67#, CP577 e SRRDIS2, versdes normais e mutantes , aos 25 DAP e também pa-
ra o hibrido simbles HS 7777, durante o desenvolvimento da semente, com o
objetivo de se verificar se as diferencas encontradas,entre os diferentes
genotipos analisados ou duraﬁle o desenvolvimento da semente, eram a iso-
enzimas ou a guantidades diferentes de uma mesma enzima.

A Figura 4A, mostra a eletroforese da RNase em gel de poliacrita

mida de_endospermas normais e mutantes das linhagens ML649, ML674, CPS77 e

SRRP992, Como"pode-ser visto, todos o0s individuos analisados apresentaram
a mesma banda da enzima, de mobilidade ‘intermediaria, diferindo somente em
relagao a quantidade da mesma.

A Figura LB, mostra o padrao eletroforético dos endospermas do

hibrido simples HS 7777, durante o desenvolvimento da semente, Aqui também



.

em todos os estadios analisados encontrou-se apenas uma banda da enzima. A
mobilidade dessa banda fol idéntica aquela observada para as linhagens,ver

soes normais e mutantes, mostrandoc que a enzimae aparentemente a mesma em

todo o material analisado.

e o B
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Figura 4 - Eletroforese da RNase em gel de poliacrilamida, dos endospermas
normais e mutantes das linhagens ML6L9, ML674, CP577 e SRRD9SZ,
aos 25 DAP (A}, e de endospermas do hibrido simples HS 7777 du-

rante o desenvolvimento da semente.

(A) - (5)

-~ N¢- Genotipo : : NS DAP
1 ~ Sususu te 2- 7
2 - sususu 3e 4- 14
3 - SuSuSu 5e 6 - 21
4 - 020202 7e 8 -~ 28
5 - 020208 9.e 10 - 35
6 -~ 020202 : 11 e 12 - 49
7 - Shshsh
8 ~ shshsh
9 - ShShSh

10 - Shishgshs
11 - shishishl
12 - Sh2ShEShE




(A)

1 2 3 & 5 & 7 8 9 10 11 12
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& - DISCUSSAO

5.1 - A amostragem fenotipica na avaliagdo do efeito de genes em carac-

teristicas fisicas e metabolicas da semente.

Em estudos sobre © efeito de genes nas caracteristicas fisicas e
metabolicas do endosperma de milho, realizados em nosso laboratdrio, tem si

do utilizadas técnicas de obtencdo de genotipos contrastantes numa mesma €3

k.

tragem pode ser obtido através de po!inizagéo dupla (Silva e Santoro, 1972)
ou atraves da polinizagao com mistura de polem dos gendtipos contrastantes

(Arruda, 1979; Lovato, 1979). Com iss0, maximiza-se a precisio nas compara“
goes, uma VezZ que esse tipo de amostragem possibilita a comparagao entre da
dos pareados, onde a influéncia do ambiente € praticamente 2 mesma para OS
genbtipos contrastantes. pssim, pode-se reduzir O nimero de repetigoes nos
ensaios, o que, para certas comparagoes 2 nivel biogquimico & fundamental
tendo em vista o alto custo das analises. Entretanto, para que esse tipo de
amos tragem possa Ser bem empregado & necessario a existéncia de dominadncia

éomp!eta para o loco em estuég, pois © efeito do gene é avaliado pela dife-
renga nos efeitos fenotTpicos do tipo normal (heterozigoto} e do tipo mutan

te {homozigoto recessivo). A presenca de dominancia incompleta, resultaria

em super ou subestimacao dos efeitos desses gengh:

e e e e St T

No presente trabalho, os resultados observados para a atividade

da RNase, mostraram efeito de dosagem €m pelo menos trés mutantes de endos”

perma, em linhagens diferentes (Tabela 17). A atividade da enzima foi maior
nos.endospermas portadores de dois alelos recessivos, em re%agéo aos endos—

permas normais homozigotos. Entretanto, para as outras caracteristicas

piga (Arruda et al , 1978; Arruda, 1979; Lovato, 1979) . Esse tipo de amos -

g
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analisadas, n3o se detectou qualquer efeito de dosagem em nenhuma das qua-
tro linhagens. Alem disso, para o peso, conteudo de agua e potencial osmoti
co da semente, foi bastante evidente a maior precisao nas comparacoes entre
endospermas normais e mutantes obtidos numa mesma espiga (Tabelas 6, 8, 10

e 12}. Esses resultados mostram que a vantagem da utilizacao de técnicas de
obtencac de genotipos contrastantes nume mesma espiga, para o estudo do e-
feito de‘genes no endosperma,-dépende da acao génica que condiciona a carac

teristica a ser analisada.

5.2 - Interrelagoes entre o peso, conteudo de agua e potencial osmético

da semente de mitho.

Nos estadios iniciais do desenvolvimento da semente, o endosperma
apresénta cerca de 90% de agua (ngura 3). Nesse perido, a massa da semente
em termos de peso seco, constitue-se praticamente de substancias solaveis ,
tais como acucares, aminoacidos e jons (Creech, 1968; Arruda et al, 1978 ;
Arruda, 1979). A medida que essas substancias saoc incorporadas em amido e
proteinas de reserva (§ubsténcias insollveis), o conteGdo de agua

El

diminue, fazendo com que a relacao sclutos/agua permaneca constante, o que
pode ser inferido pela constancia no potencial osmotico observada durante
todo o desenvolvimento da semente (Figura 3). Esse mecanismo evolue sempre
da mesma maneira, ate o final da maturagéo da semente. 0 potencial osmotico
da semente deve permanecer sempre no mesmo nivel, provavelmente para facili
tar o transporte de solutos da planta ﬁara a semente. 0 gque muda durante o
desenvolvimento, € a resisténcia ao fluxo oferecida pelos feixes vasculares

(Arruda, dados nao publicados). O sistema fica bem mais facil de ser enten-

dido, se considerarmos o modélo de Munch (1930) para o transporte de solu =~
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Figura 5 - Mecanismo basico de pressao ou-fluxo de massa de Mugch (1930) .
| Ae B sao celulas osmoticas, estando A com major concentracio de
solutos que B. N planta,-A seria a fonte de producao (folhas) e
B re#reseﬁtaria uma fonte de consumo. V € o conduto que conecta
. A e B. Na pEanta; V seria representado pelo floema. W é o }ecipi

. ente condutor de agua. Na planta W seria o xilema.
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tos através da planta (Figura 5). Segundo Munch, um sistema osmotico com=
preendendo uma fonte deAprodugéo e uma fonte de consumo, pode dirigir um
fluxo de massa ao longo de um gradiente de turgescéncia nos feixes vascula
res. Assim, os assimilados sao sintetizados nas folhas e transportados para
os sitios de consumo via floema, ao longo de um gradiente de turgescéncia

desenvolvido osmoticamente. Nesse mecanismo, a agua do xilema move-se para
o floema estabelecendo uma aita_presséo de turgescéncia. Com fsso, 0s assi
milados aas celulas se difeundem para o floema, diminuindo o éeu potencial

osmotico. Em seguida esses solutos sao dirigidos em fluxo osmético para os

sitios de consumo que estao com o potencial osmotico mais elevado, atraves

de um gradiente de pressao hidrostatica. Nos sitios de consumo e armazena -
mento, a medida que os assimilados sao armazenados na forma de substancias
insollveis, a %éua retorna pa?a o xilema em funcao do gradiente de poten -
cial de dqua criado com a remogao dos solutos do floema. . (Crafts e Crisp ,
1971; Nobel, 1974).

0 entendimento do sistema de transporte de solutos para o endos -
perma, a luz do modélo de Munch, fica mais claro quando se utiliza mutantes
que.bldqueiam a sintese de amido nesse tecido (Tabelas 6 a 11). Esses mutan
tes alteram a sintese de amido no endosperma em varios pontos. O mutante
shrunken—-2 , tem sido reconhecido como um gene estrutural que bloqueia a
sintese de amido, pela auséncia de atividade‘da enzima ADP-glicose pirofos-
forilase (Tsai e Nelson, 1966; Dickinson e Preiss, 1969; Tsai et al , 1970;
Hannah e Nelson, 1976; Bryce e Nelson, 1979). Com o blogueio na sintese de
"amido, o gene shrunken-2 determina um acimulo de até 20% de agucares  no
endosperma no estadio de semente séca (Creech, 1968).0 acumulo de acucares,
entretanto, € muito mais acentuado nos,pstédios intermediarios do desenvol-
vimento da semente (Tsai e Nelson, 1966; Tsai et al , 1978). 0 mutante
shrunken também bloqueia a sintese de amido no endosperma, porém seu efei-

to & bem menos acentuado que o mutante shrunken—2 (Creech, 1968): Esse mu-
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tante parece estar envolvido com a auséncia de atividade da sacarose sinte-
tase no endosperma (Chourey e Nelson, 1976; Bryce e Nelson, 1979). 0 mutan=-
telsugary , por sua vez, bloqueia a sintese de amido do endosperma de ma-
neira distinta dos genes shrunken e shrunken~2 . Ao invés de aglcares sim
ples, o endosperma sugary acumula um polissacarideo sollvel, denominado de
fitoglicogenio (Créech, 1965). Esse gene parece estar envolvido com a defi-
ciéncia numa enzima do metabolismo de amido (Shanon e Creech, 1973).

0 efeito dessas alteragoes no metabolismo de amido pode ser detec
tado, através da determinagéo do potencfal osmotico do endosperma (Tabelas
6 a 11). Os genes mutantes determinam uma diminuicao no potencial osmotico
do endosperma.. Com a reducao do potencial osmotico, a tendéncia e aumentar
a absorgao de agua pela semente, visando o reestabelecimento do potencial
normal do tecido. Isso pode ser verificado, atraves do aumento no conteudo
de agua da semente. Este, foi sempre maior nos endospermas mutantes em re-
§a§507aos endospermas normais, e esta diretamente associado ao grau de di-
minuicao no potencial osmotico. Assim, quanto menor for o potencial osmoti
co do endosperma mutante em relacac ao normal, maior sera tambem a diferen
¢a no contetdo de agua da semente. Entretanto, como o tamanho ou o volume
da semente € preQiamente estabelecido pelo génétipo da planta mae, a absor
cao de agua pelo endosperma & fisicamente limitada. Em funcdo disso, mesmo

-~
que o conteldo de agua seja aumentado em até 70% em relagao ao endosperma
normal, nao ocorre aumento no potencial osmotico do endosperma mutante. A
reducao no potencial osmotico do endosperma, muito provavelmente diminue

o_gradiente de turgescéncia entre esse tecido e os feixes vasculares, di-

minuindo a taxa de incorporacao dé materia seca pela semente. Isso pode
- . . - - ¢

ser constatade, atraves da diminuicao observada no peso seco das sementes

mutantes em relagao as normais. Uma vez que o potencial osmotico permanece

constante até a maturacao da semente (Figura 3), o efeito final dos genes

mutantes sera uma drastica diminuicao no peso seco da semente, o que pode
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ser verificado visualmente (Figura 1), ou atrayés do peso das sementes (
Figura 2). As sementes mutantes se enrrugam, devido a perda de agua, que
ocorre nos estadios finais do desenvolvimento {Figura 2).

Baseando-se nesse modélo pode-se predizer que quanto mais drasti
co for o blogueio na sfntesé de ahido no endosperma, menor sera o potenci-
al osmotico e o peso seco ¢ maior ser; o conteddo de agua da semente. 0 e~
feito do gene shrunken~2 € o maior exemplo disso. 0 bloqueio na sintese

de amido nesse endosperma, diminue em 80% o seu potencial osmotico, aumen~

ta em 70% o seu conteGdo de agua e diminue em 13% o peso seco da semente

aos 25 DAP. A redugéo no peso seco da semente foi de 25% no estadio de se-
mente madura (Figura 2). Esses resultados podem ser de grande valia para
trabathos de melhoramento de milho doce.-!sso porque, a reduggo noc poten -
cfat osmotico, auménta o podér de retencao de agua pelo endosperma, aumen-
tando o pericdo de colheita do matéria] para o #rocessamento industrial.

A redugéo no potencial osmotico do endosperma opagque—Z deve -se
muito provavelmente ao efeito desse gene na sintese de proteinas (Mertz et
al , ¥96§; Nelson, 1967; Misra et al, 1972;Tsai e Dalby, 1974; Misra et al
1975a, 1975b), uma vez que a sintese de amido nesse endosperma é essencial
mente normal (Creech, 1968). Alem disso, esse mutante apresenta maiores
concentracoes de ions no endosperma (Goodsell, 1968; Arnold et al, 1977).

Se o potencial osmé%ico osmotico pode ser reduzido em funcao de
mutagoes que diminuem a eficiéncia metabolica do endosperma, um sistema
que condicione um aumento na eficiéncia metabolica deve produzir um efeito
contrario. Assim, podemos supor que quanto mais eficiente for a sintese de
substancias de reserva no endosperma, maior sera o seu potencial osmotico

e maior sera tambeém o peso seco da semante. Os resultados observados para

essas caracteristicas em sementes F, confirmam essa hipOtese. Para uma me

1

thor visua¥iza§50 do efeito de sementes F], no potencial osmotico e no pe-

0 seco, 05 resultados para essas caracteristicas em sementes normais das

&
A
i
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linhagens ML649, ML674 e SRRD992Z, bem como dos F, obtidos de cruzamentos di

1 .
alelicos e reciprocos dessas trés linhagens foram agrupados na Figura 6.0s
cruzamentos rec?procos, mostraram claramente que tanto o peso sSeco como ©
potencial osmotico das sementes dependem do genotipo da planta mae. Entre-
tanto, a maneira com que o gendtipo da planta mae afeta essas caracteristi
cas, aparentemente difere de uma para outra caracteristica. Os efeitos da
planta mae no peso seco das sementes podem ser explicados pelo tipo de se-

mente originalmente produzida pela linhagem. A ML649, por exemplo, &€  uma

linhagem que apresenta semente dentada, de endosperma grande e amido mole,

enquanto que a linhagem SRRD992 apresenta sementes do tipo flint , de en-
dosper%a menor e amido duro. A linhagem ML674, por sua vez, apresenta se-
mentes do tipo dentada, porém de tamanho reduzido (Figura 1). Essas carac-
teristicas sao determinadas previamente pelo tipo de ovario produzido pela
planta mae, predeterminando assim o tamanho da semente, mesmo antes da fer
‘tuiizagéo. Assim, quando uma linhagem de semente flint (SRRD992) é utiliza
da como femea no cruzamento com uma linhagem de semente dentada grande (&k

649), o tamanho das sementes F, tende para o da linhagem materna. Quando a

1
linhagem de sementes grandes foi utilizada como fémea, o peso da semente
F, foi proximo ao da linhagem materna, s0 que nesse caso ¢ peso da semente
Fi foi sempre maior que o peso da semente da linhagem materna.

Ed -

No caso do potencial osmotico, entretanto, as diferencas encon -

tradas para as sementes F., entre os cruzamentos reciprocos,nao pode ser

1
explicadas apenas pelo tipo de semente produzido pela plantas mae, embora

os resultados sugiram isso {Figura 6B). As variagoes encontradas para o po
tencial osmotico entre as linhagens parentais, foram muito menores que a-

1]
. . .
quelas encentradas para os cruzamentos reciprocos. Alem disso, o potencial

osmotico, deve ser afetado apenas pela concentracao de solutos dos endos -
permas, independentemente do seu tamanho. 0 que deve ocorrer muito prova -

velmente entre os cruzamentos reciprocos, € uma diferenca na eficiencia me
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Figura'6 - Potencial osmotico (A) e peso seco (B) em sementes normais das
linhagens ML649, ML674 e SRRD9I2 e em seus cruzamentos dialeli-
coé,jaos“25 DAPL 6§ valores ao lado das barras febreéeht#m a %
de heterose. As cores identificam as linhagens envolvidas no F1.

A metade superior corresponde ao macho e a inferior a fémea.
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tabGlica na transformacao de solutos em substdncias insolivels {produtos de
reserva) . Assim, combinagﬁes do tipo AAa podem ser metabolicamente diferen -
tes de combinagoes do tipo aaA. Esse tipo de efeito é bastante comum em ca-
sos de ocorréncia de isoenzimas, onde combinagoes do tipo AAa produzem ati
vidade enzimatica diferente de combinacoes do tipo aaA (Scandalios, 1979).
Independentemente do efeito do genotipo da planta mae, os resulta
dos mostram a existéncia de um significativo efeito heterotico tanto para o
(Figu-

potencial osmotico {Figura 6A) como para o peso seco das sementes Fy

ra 6B). Os niimeros ao lado das barras na Figura 6, representam a percenta -
gem de heterose. Para o potencial osmotico a heterose variou entre 9,2 e
54,2% nos varios cruzamentos, enquanto que para o peso seeo a heterose vari
ou entre 0,6 e 25,8%.

Sob-q_ponio.de Viéta‘metabélfco, b eféito-heterético, pode ser vi

sualizado como um aumento liguido na eficiencia metabolica dos individuos

_F,. A maior eficiéncia no metabolismo, € que deve determinar o aumento na

1

conversao de energia em biomassa.

A medida do potencial osmotico do endosperma pode auxiliar na-com
preensao do fendmeno da heterose para o peso seco da semente de mitho. A se
mente, ou mais precisamente o endosperma de milho, constitue-se num tecido
de reserva com aproximadamente 80% de amido e 10% de proteinas { Sprague,
1977). Assim, os endospermas de um determinado genotipo, serao mais pesados
quanto maior for a eficiéncia na transformacao de sacarose e aminodcidos em

amido e proteinas respectivamente. Por outro lado, quanto maior for essa e-

ficiéncia, maior serad o potencial osmotico da semente, uma vez que substan-

cias solGveis, sacarose e aminoacidos, sao transformadas em substancias in-
sollveis, amido e proteinas. Por sua vez, quanto maior for o potencial osmd
tico do endosperma, maior sera o gradiente de turgescéncia criado entre es-

se tecido e os feixes vasculares da planta.Uma vez aumentado o gradiente,de

“acordo com o modelo de Munch (Figura 5), maior serd a eficiéncia no trans -
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porte de solutos da planta para o'endosperma, resultandd no final, sementes
com maior peso. Esse mecanismo poderia explicar os resultados encontrados
para o efeito heterdotico no potencial osmdtico e no peso seco das sementes
Fl (Figura 6). Possivelmente a correlagao entre o potencial osmotico e o pe
$0 seco nos cruzamentos realizados foi prejudicada em funcao dos tipos de
sementes, flint ou dentada, encontradas nas linhagens gstudadas. Nos proxi-

mos trabalhos a hipotese levantada deverd ser analisada rigorosamente em se

mentes que apresentem o mesmc tipo de estrutura de endosperma.
5.3 - Atividade da RNase em sementes de milho,

A atividade da RNase no endosperma de milho aumentou continuamen=
te com © desenvoivimento , atingindo o pico maximo, no final da maturagéo
da semente (Figura 2}. Esse padrao de atividade & bem conhecido, nac somen-
te em seéentes de milho, mas tambem em sementes de outras especies de plan
tas (Wilson, 1975). A présenga de qualquer um dos mutantes de endosperma es
tudados aumentou a atividade da RNase em relacao aocs endospermas normais.
Para as linhagens ML649 e ML674 (Figura 2, A e B), a diferenca na atividade
da RNase entre os endosperma;tmutantes e normais, deve-se principalmente a
maiores incrementos na atividade da enzima durante as trés primeiras sema -
nas apos a polinizacao. lsso pode ser deduzido, pelas modificagoes nas de-
clividades das curvas nesse periodo. As declividades das curvas dos endos =
permas mutantes foram maiores que aquelas observadas para os endospermas nor
mais. Esse efeito foi muito mais acentdado para a linhagem ML674. A partir
da quarta semana apos a polinizacao as declividades das curvas foram seme -

lThantes para ambos os genotipos nas duas linhagens. Resultados semelhantes,

foram encontrados por Dalby e Cagampang (1970), para o gene opaque-f . Es-

e S
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ses resultados sugerem que o efeito desses genes mutantes na atividade da
RNase, ocorre apenas nos estadios iniciais do desenvolvimento da semente ,
hipotese essa ja sugerida por esses autores para o gene opague—2 . Entre-
tanto, o mesmo nao pode ser dito para o gene shrunken (Figura 2C), uma
vez que a declividade da curva de ativiaade da RNase péra esse mutante foi
sempre diferente daguela observada p$}a o endosperma normal durante todo o

desenvolvimento do endosperma.

0 padrao eletroforético da RNase durante o desenvolvimento do en

- dosperma do hibrido simples HS 7777, mostrou a mesma e unica banda em to -

dos os estadios analisados (Figura 5B). O mesmo ocorreu para o padrao ele-
trforetico das varias linhagens estudadas, tanto para as versoes normais
como para as versoes mutantes. Essa banda de RNase & aparentehente a8 mesma
em todo o material analisado; sugerindo que todo o éermop¥asﬁa estudado a-
presenta o mesmo alelo para essa eﬁzima. Wilson (1971), tambem encontrou
uma mesma bandé de RNase em sementes normais e opaque—-Z  em varias linha-
gens estudgdas. Esses resultados sugerem que as diferencas encontradas na
atividade da RNase, entre linhagens, durante_o desenvolvimento do endosper
ma e também entre versoes normais e mutantes dentro de uma mesma |inhagem
devem ser devidaswé diferencas na expressao desse alelo. Provavelmente, ou
tros fatores, genéticos ou fisiologicos, devem estar envolvidos com a ex-
~ -,

pressao desse alelo.

Wilson e Alexander (1967) e Wilson (1973 e 1980), mostraram que
o efeito do gene opaque~2 na atividade da RNase depende do restante do
genotipo da linhagem. E provavel que isso também ocorra para outros mutan-
tes de endosperma, uma vez que os resultados encontrados no presente traba
tho também mostraram diferengas entre @s endospermas normais das linhagens
analisadas (Figura 7).

0s resultados encontrados neste trabalho, mostraram a existéncia

de efeito de dosagem para a atividade da RNase, envolvendo os genes shrun
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Figura 7 - Atividade da RNase em sementes normais das linhagens ML649,MLETH

e SRRD992 e em seus cruzamentos dialélicos, aos 25 DAP. As clres

identificam as linhagens envolvidas no Fye A metade superior cor

responde ao macho e a inferior a fémea.
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ken, shrunken-2 e opaque-2. 0s endospermas contendo dois alelos para céda
um desses genes, apresentaram maior atividade da enzima que os endospermas
homozigotos dominantes (Tabela 17). Resultados semelhantes foram encontra-
dés por Dalby e Davies (1967) e Dalby e Cagambaﬂg (1970), para efeito de
dosagem do gene opaque-2

0s resultados encontrados para a atividade da RNase nos cruzamen
tos enfre as linhagens ML649, ML674 e SRRDY92 se ajustariam perfeitamente
a uﬁ modelo de um loco, com dois alelos e presenca de efeito de dosagem. Pa

ra uma melhor visuaiizagéo desse modélo, os dados da Tabela 17, referentes

a atividade da RNase dos endospermas normais das trés linhagens, foram a-

grupados aos resultados das sementes F_, Tabela 18, e mostrados na Figura

1
7. Os resultados encontrados para os cruzamentos entre as |inhagens ML649

& SRRD392 mostraram que a atividade da RNase do endosperma Fi’ foi interme
diaria quando a linhagem ML649 foi utlizada como fémea e bastante préxima

daque;a observada para a linhagem SRRD992, guando esta foi utilizada como

fémea. 0 mesmo ocorreu para os cruzamentos entre as linhagens ML674 e SRRD
992. A atividade da enzima foi aproximadamente intermediaria nos dois cru-
zamentos reciprocos. Nos cruzamentos entre as linhagens ML649 e ML67L, o
F1 apresentou atividade intermediaria quando ‘a linhagem ML6LY foi utE]iza;
da como fémea e proxima da linhagem ML674, quando esta foi fémea. Esses re
sultados se adaptariam - bem a um modelo de codominancia com efei
to de dosagem, pois o endosperma € triploide. Resultados semelhantes foram

encontrados por Wilson (1973 e 1980). Analisando F1 de linhagens de alta e

baixa atividade, o autor também verificou atividades intermediarias. Entre

tanto analisando sementes Fy de linhagens heterozigotas para o gene opa-

que—2, Wilson (1973}, encontrou segregdgao de 3:1 para baixa e alta ativi-

dade respectivamente. Provavelmente essa segregacao para a atividade da

RNase fol devida a segregagao do gene opaque~2 e nao segregagao de alelos

diferentes da enzima. Por outro lado, o modélo de codominancia para a ati-
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vidade da RNase deve ser descartada, uma vez que, como foi demonstrado, o
padrao eletroforético para as linhagens € Unico. A codominancia para genes
da RNase so seria possfyel se houvesse alelos diferentes da enzima, atuan-
do no endosperma.

As diferengas encontradas para a atividade da enzima, entre en-
dospermas mutantes -e normals dentro de uma mesma linhagem e entre endosp@g
mos normais das diferentes linhagens, podem ser devidas a aiteragaes a ni
vel fisiolégico, em fungao das alteracoes especificas no metabolismo, pro-

‘duzidas pelos mutantes ou cutros genes em endospermas normais.

5.4 - Associagao entre o potencial osmotico e a atividade da RNase nos

mutantes de ‘endosperma.

A atividade da RNase pode ser estimulada ou inibida pelo acido
abscisico e pela citocinina respectivamehte { Srivastava, 1968 ; Sodek e
Wright, 1969; De Leo e Sacher, 1970; Leshem, 1971; Arad et al,1973;Premecz
et al, 1977). 0s niveis desses hormdnios, por sua vez, parece estar estrei
tamente relaclionados com o potencial osmotico do tecido { Hsiao, 13973
Hsiao et al 1976). Altas concentracoes de acido abscisico e baixas éoﬂcen-
tragaes de citocinina, sao encontradas em tecidos submetidos a estresse de
agua. .

_ . 0s resultados encontrados neste trabalho, mostram que os mutan -

tes de endosperma produzem alteracoes na atividade da RNase e no potencial
osmotico simultaneamente. Todos os mutantes analisados apresentaram menor
]

¥

potencial osmotico e maior atividade da enzima, em relacao aos endospermas

normais. Alem disso, o mutante ghrunken-2, que apresentou a maior redugao

-~ no potencial osmdtico, foi também o que apresentou o maior aumento na ati-
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vidade da RNase em relacao ao endosperma normal (Tabela 19). 0s mutantes
shrunken e sugary apresentaram menor redugac no potencial osmético e tam-
bém menor incremento na atividade da RNase. 0 mutante opaque—-2 , embora
tenha aumentado em 1002 a atividade da RNase, apresentou pouca redugdo no
potencial osmotico do endeosperma.

De uma maneira geral, os resultados sugerem que o potencial osmé
tico do ehdosperma encontra~sé bastante associado a at?vidade_da RNase. A
associagao entre o potencial osmotico e niveis de acido abscisico e citoci
nina no éndosperma, entretanto, precisa ainda ser demonsﬁrada. £ possivel,
que uma modificagao nos niveis desses hormonios, devido 3 a%teragﬁes no po
tencial osmético, afete a atividade da RNase no endosperma de mitho,. a se-
melhanca do que ocorre em outras espécies de p]aﬂtas submetidas a estresse

de agua.
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6 - CONCLUSOES

0 estudo das interrelacoes entre o peso, o conteudo de agua e o©
potencial osmotico em sementes de milho, permitiu as seguintes conclusoes:

- Durante o desenvolvimento da semente do hibrido simples HS
7777, apesar da redugao que ocorre no conteido de aqua, o potencial perma-
_nece constante.

- Endospermas homozigotos recessivos para o5 genes sugary, shrun

2 ken, shrunken-2 e opaque-2, apresentam uma reducao significatica no poten-
¢ial osmdtico , em relacao aos endospermas normais. A redugao no potencial
osmotico parece ser proporcional a alteracao no metabolismo do endosperma,
determinada por esses mutantes. Quanto mais drastico o bloqueio desses ge-
nes na sintese de amido e/ou de protelnas, menor serd o potencial osmotico
do endosperma.

- Quanto menor for o potencial osmotico do endosperma mutante ,
maior sera o conteldo de agua e menor sera o peso seco em relagao as semen
tes-normais.

- A analise de sementes F revelou é existéncia de efeito hetero
tico tanto para o peso Seco Como para o potencial osmotico do endosperma
Ao contrario dos endospermas mutantes, as sementes ?} apresentaram maior
potencial osmotico e maior peso seco em relacao as linhagens parentais.fs-
ses resultados ajustam-se bem ao modélo de Munch para explicar o transpor-

“‘“““_——“““““—““*4“4-"jm?¥"f“fmﬁwﬂﬁcs{ram-ainda—aiﬁéss$bi%&dademde-manipuiagéo de ge

nes que controlam esse ﬁecanismd;'b que sem dﬁvida'pode ser-importante na se

1]
lecao de milho de maior produtividade, Uma vez que o peso seco da semente &

uma de suas importantes componentes.
0 estudo da atividade da RNase, por sua vez, permitiu as seguin-

tes conclusoes:
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- 0 padrao de atividade da enzima durante o desenvolvimento da
semente pode ser alterado pelos ‘genes opague-2, shrunken, shrunken-2 e suga
Iyl

- 0 efeito dos genes shrunken-2 e opaque~2 na atividade da RNase

deve ocorrer somente nos estadios iniciais do desenvolvimento da semente ,
uma vez que a partér da quarta semana apos a polinizacao (estadio leitoso)
os incrementos na atividade da enzima foram semelhantes entre os endosper-
mas mutantes e normais.

- A atividade da RNase em endospermas estd sujeita a efeito de

dosagem para os loci shrunken, shrunken-2 e opaque-2. Nas trés lihagens por

& .
‘tadoras desses genes a atividade da RNase foi sempre maior nos endospermas
heterozigotos em relagao aos homozigotos dominantes.

- A analise eletroforética da RNase tanto em endospermas normais
e mutantes das quatro linhagens, como para o endosperma norma} do hibrido
simples HS 7777, revelou a existéncia de uma mesma banda da enzima, mos-
trando que todo o material analisado apresenta o mesmo alelo para a RNase.
Assim, as diferencas encontradas entre as versoes normais e mutantes den-
tro de uma mesma linhagem, ou as diferencas entre sementes normais das qua
tro linhagens se'devem, provavelmente, a diferencas na expressao do mesmo
alelo.

-

- O0s resultados mostraram uma estreita associacac entre o poten-
cial osmotico e a atividade da RNase nos eﬂdespermas mutantes. Assim, o mu
tante que apresentou a maior redugaoc no potencial osmotico, foi o que apre

sentou também o-maior aumento na atividade-da RNase. As diferencas na ati-

vidade da enzima entre os endospermas mutantes e normais poderiam ser ex-
plicadas pela alteracao no potencial dsmético , a semelhanca do que ocor-
re para a atividade dessa enzima em tecidos submetidos a tratamentos  com
solugoes de baixo potencial osmotico, ou em plantas submetidas a estresse

de agua.
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7 = RESUMO

Quatro linhagens isogénicas de milho, ML649, ML67L, CP577 e SRRD
992, com endospermas normais e endospermas homozigotos para os qenes opa-
que-2, shrunken—2, shrunken e sugary, respectivamente, foram utilizadas pa
ra o estudo do efeito desses genes no potencial osmético, peso seco, con-

teudo de agua e atividade da RNase no endosperma. Foram utilizadas tambem,

‘sementes de endosperma normal do hibrido simples HS 7777, selecionado no

Instituto Agronomico de Campinas. Os ensaios foram realizados, na Area Ex-
perimental do Departamento de Genética e Evolugao do [B-UNICAMP. Cruzamen-

tos artificiais foram feitos, de tal modo a produzir sementes normais e mu

- tantes em espigas segregantes e em espigas homozigotas, para permitir tam-

bém o estudo do efeito de dosagem desses genes nas caracteristicas analisa
das. |

A presenca de qualquer um dos genes mutantes,produziu alteragoes
em todas as caracteristicas analisadas. 0 potencial osmotico foi sempre me
nor nos endospermas mutantes, em relagao aos endospermas normais. 0 poten-
cia& osmotico apresentou uma correlagdo negativa com o conteddo de agua e
positiva com o peso seco da semente. A reducao no potencial osmotico depen

- -

de do grau de alteragao no metabolismo de carboidratos e/ou de proteinas
do endosperma, determinado pelos genes mutantes. Assim, o mutante shrunken
2, que apresenta um drastico blodueio na sfntese de amido do endosperma

apresentou uma redu¢ao de cerca de 90% no potencial osmdtico da semente

Com isso, o conteudo de agua foi aumentado em cerca de 80%, e o peso seco,
foi reduzido em 30% em rela¢do ao endosperma normal. Por outro lado, semen

tes F, obtidas de cruzamentos entre as linhagens ML64Q, ML67L e SRRD992

apresentaram malor potencial osmotico e maior peso seco em relacao as 1li-

nhagens parentais.
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A atividade da RNase, foi maior em todos os mutantes analisados ,
em relagao aos endospermas normais. A atividade da enzima foi diferente tam
bém para endospermas normais, entre as linhagens. A atividade da RNase nos
endospermas esta sujeita a efeito de dosagem pelos loci shrunken, shrunken—
2 e opaque-2. Nas trés linhagens portadoras desses genes a atividade da RN-
ase foi sempre maior nos endospermas %eterozigotos em relagao aos homozigo-
tos dominantes. A analise eletroforética da RNase, revelou uma mesma e ani-

ca banda, para todas as linhagens, tanto para as versoes normais como para

as versoes mutantes, mostrando que todo o material apresenta o mesmo alelo
para a RNase. Assim, as diferencas encontradas, entre os diferentes genoti-

pos devem-se provavelmente a diferengas na expressao dgsse alelo.

A atividade da RNase nos mutantes de endosperma, mostrou uma es-
treita associacao com o poteﬁcigl osmotico. Assim, ﬁuanto mafor a diferenca
no potencial osmotico do mutante em relagac ao endosperma normal, maior tam
bém fol a difefenga encontrada para a atividade da enzima. A reducac no po-
tencial osmético do endosperma poderia explicar o aumentoc na atividade da
RNase, a exemplo do que ccorre para a atividade da enzime em tecidos subme-
tidos a tratamentos com Solugaes de baixo potencial osmotico, ou em plantas

submetidas a estresse de agua.

T
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9 ~ SUMMARY

Four near isogenic inbreds of maize sinlge mutants homozygous for
the opaque~2, shrunken, shrunken-2 and sugary genes, and their normal coun-
terparts, as well as the single cross HS 7777, were used to study the rela-
tionship among osmotic potential, dry weight, water content and RNase acti-
vity in the endosperm. The plants were grown on adjoining plots ate the &x-

perimental Field of Universidade Estadual de Campinas. The plots, with a

density of 50000 plants/ha were fertilized with N, PZOS and KZO at 80, 80
and 30 Kg/ha respectively. The plants were self or split pollinated toyield
‘respectively homozigous or segregant ears, 10O allow the study of dosageAef-
fect of these génes on endosperms characteristics.

All characteristics were altered in the same wag in the mutants
endosperm in domparison with their normal counterparts. The osmotic poten =
tial decreased in the mutants and was negatively correlated with water con-
tent and positively correlated with dry weight of seeds. The shrunken—2 mu-
tant sthed a reduction of about 90% in the osmotic potential of endosperm.
As & consequence, water content increased 80% and dry weigﬁt 302 in rela-
tion to normal endosperm. .

F. seeds from dialelic crosses of three imbreds with normal endos

_ 1
perm, showed a significative heterotic effect on osmotic potential and dry
weight.

All mutants showed an increse in RNase activity in relation to
the normal endosperms. The pattern of RNase activity in the shrunken,mshruﬁ

[

ken—2 and opaque—2 endosperms indicated that these genes are not fully re-
cessive. The inbreds , whem heterozygous for these genes showed higher RN-
ase activity than the homozygous dominant endosperms.

The eletrophoretic pattern of RNase showed the presence of a same
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enzyme in the four inbreds and in the single cross HS 7777. This result in-
dicates that the germplasm presents the same alele for RNase. Thus, the di-
ference observed mutant and normal endosperms might be due to diference in
the expression of this alele.

Rnase activity was closed related with the osmotic potential in
the endosperm. Mutants showing great reduction in osmotic potential also
showed a great increase in RNase activity. The relationship between osmotic
potential-and RNase activity would to expia?n at least Ep part, the increa

se of RNase activity in the mutants endosperm, as it occurs with RNase acti

vity in water-estressed tissue of plants.
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