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MUTANTES DA VIA METABOLICA DO ACIDO ASPARTICO EM MILHO, OBTIDOS
ATRAVES DE CULTURA DE TECIDOS.

1-INTRODUCRO:

Os cerenis de uma maneivra geral apresentam  em  suas  sementes,
proteinas com um bhalanco de aminodcidos que nfio atendem as necessi-
dades nutricionais dos animais monegastricos inctuindo o  homem. 4]
milho, o trige ¢ a cevada por exemplo, 30 deficientes em  lisina,
treonina e triptofano (Backer et al., 1969: Bressani, 197%; FEgaum,
1977y Fuller et al., 1979%). Assim, se esnes cereais fForem utilizga-
dos unicamente como fonte de proteinas, produzir-se-a todos os -
feitos indesejiaveis de uma dieta proteica inadequada (Hressani,
i?éé: Mertz, 1972: Bressani, 1978 Maner, §197%: Fuller et =al.,
1979 Bright et al., 19821,

Ay

Fsse problema tem levado npos ditimos 25 anos, indmeros pesguiss-
dores a estudar maneiras de se obter vartedades de cerceais geneti~
camente modificadas de forma a aumentar o conteuvdo desses aminoaci-
dos em suas sementes. Programas de melboramento envolvendo mutantes
naturais gque ocorrem nas populacoes de cereais foram inplantados na
tentat iva de se obbker wvariedades com teores adequadoas principalmen—
te de ltisina e triptofano (Nelson, 19667 Aycock, 1972 Glover € To-—
sello, 1973; Glover et al., 1975). Entretantp todas as wvariedades
obtidas, embora possuissem teores elevados desses aminoacidos, a-
presentaram baixa produtividade e maior susceptibilidade a patdge—
nos de sementes que as vir iedades normais (Elmore, 1979: Sreeramualu
€ Bauman, 197¢: aAvycaock, 1972 Bauman, 1975).

Serd que 08 genes que controlam os niveis desses aminoacidos nas

A
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sementes de cereais estAo associados com aqueles que condicionam
baixa produtividade € susceptibilidade a patdgenos de sementes ou
ainda serd que em se elevando o teor de aminodcidos essenciais na
semente produz-se como consequéncia, variedades menos produtivas e
mais sensiveis a doenca ou estarfio essas caracteristicas asqnciadas
somente com aqueles mutantes naturais estudados?

Uma forma de se testar gual a hipdtese verdadeira € a possibili-
dade de se obter variedades com maior teor de aminodcidos essen-—
cimnis e caracteristicas agrondmicas desejdvels € a obtengho de mu-
tantes com alteractes na via de biossintese desses aminodcidos e
verificar seus efeitos na produtividade e sensibilidade & doen¢as.

A via metabhdlica do dcido aspartico oferece uma boa oportunidade
para esse tipo de estudo. Essa via metabdlica leva a sintese de 1i-
s.inar treonina, metionina e isgleucina. & uma via metabdlica rami-—
ficada com uma série de enzimas que atuam nos pontos de ramiflicagfo
€ que s80 retroinibidas pelos aminodcidos produtos finais (Dunham e
Bryan, 1949y Madison e Thompson, 1976, Bright et al., 1978a,i978b3y
Hibberd et al., 19803 Rayan, 1980; Sainis et al, 19681i: Wallsgrove e
Mazelis, 1981y Thompson et al., 1982; Hibberd & Green, 1982). Atra-
vés da manipulaclo genética, essas enzimas podem ser =alteradas de
forma a diminuir a sensibilidade ou mesmo tornarem-se completamente
insensiveis aos aminodcidos que as regulam (Negrutiu et al., 41984is
Bright et al., 1982y Hibbherd e Green, 1982). Isso farz com que a via
metabdlica flua mais livremente, levando ao acimulo dos aminodcidos
produtos finals (Negrutiu et al., 4984i; Bright et al., 1982y Hib-
herd € Green, 1982).

Esse sistema tem sido demonstrado em microorganismos (Demain,
i97@; Eveleigh, 41981) e &m algumas espédcies de plantas superiores
2
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(Widholm, 1972a, 1972b; Carlson, 1i9?73:; Widholm, 1974:; Bourgin,
1278 Bright et al., 197%ay Bright et al., 1i980; Cattoir-Reuynaerts
et al., 1981y Negrutiu et al., 19813 Bright et al, 41982; Hibberd e
Green, 1982). No caso de plantas, a manipulaciio genédtica tem sido
feita através de cultura de embrides, tecidos, células ou proto-
plastos “in vitro” (Midholm, 1972y Carlson, 1973; Widholm, i976;
Bourgin, 1978; Bright et al., 4979ay Bright et al., 1980; Cat-
toir-Reynaerts et al., 1981; Negrutiu et al., 1984i; Bright et al.,
1982 Hibherd & Green, 1982).

Neste trabalho procurou-se avaliar a natureza genética € as al-
teragdes no acimilo de aminodcidos livres em mutantes de milho com
modificagdes na via metabdélica do dcido aspartico, ohtldos através
de cultura de tecidos.

Esse trabalho teve como objetivo o estudo de mutantes d& milho
resist@ntes & lisina mais treonina e a aminnetilcisteina, seleclio-

nados a partir de cultura e tecidos.

-3-
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2-REVISAO DA LITERATURA:

2.1-Compomigio proteica da semente do milho

08 cereats 3o caracterizados como exdcelente fonte de carboidra-
tos (Backer et al., 19249). Suas proteinas entretanto sio de baixa
gualidade nutritiva devido & deficiéncia em alguns aminodcidos es-
senciais na semente (Mertz et al., 1964, 1968: Nelson, 1949: Glover
et al., 19753 Malavolta e Dantas, i978). S50 considerados essén-~
cinis os aminodcidos ¢isteina, isoleucina, leucina, lisina, metio-
nina, fenitlalanina, treonina, triptofano, tirosina € a valina., Esg-
ées 190 aminoacidos dentre os 20 aminodcidos comumente encontrados
em proteinas nio %30 sintetizados por animais monogdstricos in-
cluindo o homem. Portanto, esses aminoacidos, devem %er supridos &m
quant idades adequadas pois sua auséncia na dieta pode  causar Uma
deficiéncia nutricional proteica. & deficiéncia nutricional protei-
ta no caso do homem afeta irreversivelmente o desenvolvimento inte-—
lectual, aleém de causar outros sérios problemas de salde. Isso
caonstitui—se num problema sério nos paises suhdesenvolvidos onde em
torno de 70X das necessidades humanas em proteinas sio fornecidas
pelos cereais.

As proteinas constituem aproximadamente 10% do peso total do
grdn de milho sendo que aproximadamente 85% do conteiido proteico da
semente encontra-se localizado no endosperma. As proteinas do en-
dosperma podem ser divididas em quatro diferentes fracdes com base
nas suas solubilidades em solventes distintos, ou seja, as albumi-

4.



nas soliveis em d&gua, as globulinas soliveis em solugdes salinas,
as prolaminas soluveis em solugtes alcoollicas € as glutelinas solud-
veig em alcali diluido (Oshorne, 19224). fds prolaminas do milho sfo
denominadas de zeina. A zeiha € a maior fracio proteica no  endog-
perma at ingindo cevca de S0%Z a 70% do total de proteinas. (Mertz et
al,1964; Jimenes, 1946467 HMossé et al., 1944 Nelson, 1967, 19489: So-
dek e Wilson, 19743 Tosselo, 1978). A meina caracteriza~se por a-
presentar apenas alguns residuos de lisina € triptofano em sux com—
posiciio (Mossé et al.,19465 Nelson, 1967, 1969 Sodek e Wilson,
1971).0 fato da =eina apresentar apenas tragos de lisina € tripto-
fano € ser a maior fragio do endosperma, faz com que  essa FrAaglo
proteica seja a responsavel pela baixa qualidade nutricional de top-
do o grdo. Como consequéncia disto, o sistema genédtico que codifica
éssas proteinas, tem sido alvo de extensos e detalhados estudos =
nivel fisioldgico & molecular. A fragio zeina ¢ composta  por  uma
familia de cadeias polipeptidicas que podem ser agrupadas, de acor—
do com seus pesos moleculares, em quatro clases de 22, 20, 14 ¢ 10

kilodaltons (Kd) (Larkins, 198i: Soave et al., 19814 HMessing et

-z

al., 1983; Soave ¢ Balamini, 1984).

As albuminas € as globulinas apresentam juntas de 3 a &% da pro-
teina total da semente. Essas proteinas s8o ricas em lising e estio
concentradas principalmente no embrifo € na camada de ateurona., FE-
las 8o sintetizadas logo no inicio do desenvolvimento e provavel -
mente representam as enrimas envolvidas no metabolismo do grZo cem
desenvolvimento ( Payne & Rhodes, 1982).

As glutelinas tambem vicas em lisina, representam =a segunda
maior fraglo das proteinas em miltho, em torno de 34%. Essa fragio &
dificil de ser caracterizada devido ao fato de n8o serem facilmente

£
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solubilizadas ¢ freqilentemente apresentarem—se contaminadas com al-
buminas, globulinas e zZeinas remanescentes de extracies sequénciais
previas (Payne e Rhodes, 1982).

Varios mutantes de milho aumentam o teor de lisinan e triptofano
no endosperma, quase semnpre devido a uma dimintigio no teor de zei-
na e aumento na propor¢iaco das outras fragbes proteicas ricas em 1i-~
sina. Esses efeitos no metaholisme conferem um valor nutritivo sgu-
perior & semente ( Mertz et al., 1964; Jimenes, 1966: Nelson, 1967,
19269y Mertz, 19727 Malavolta € Dantas, 1978).:

Dentre os mutantes de endosperma de milho que alteram & composi-—
cao proteica destacan—se, o opaque-(o2, o0bé6, o07), Ffloury-(fl2 e
£f13), shrunken-{(sh2 e sh4), brittle-<{bti e bt2) e sugary-(sul). To-
dos esases mutantes apresentam quantidades varidaveis de lisina, mas
5gmpre maior que os tipos normais (Mertz et =al., 1944 Nelson,
1967, 194693 Mertz, 41972y Misra et al., 1972; Toselo, 1978).

O gene opaque-2 localizado no cromossomo 7, € um gene Fecessivo
que atua especificamente no endospermna. Esse gene modifica as  ca-
racteristicas fenotipicas do endosperma, tornando-o farinaceo & nio
translucido como o grio normal. Essas caracteristicas dio 2o grao
uma alta opacidade. 0 peso da semente & a produgao de graos sfio di-—
minusidos (Nelson, 19267) enquanto gque o teor de umidade do endosper-
ma ¢ aumentado em relagio ao endosperma normal (Wilson e Alexander,
1967). A quantidade de reina do endosperma opaque-~2 € drasticamente
diminuida enquanto que as albuminas, as globulinas e principalmente
as glutelinas sd0 proporcionalmente aumentadas (Mertz et al., 1i%44;
Jimenes, 1966 Mossé et al., 1966)

0 gene floury-2, localizado no cromossomo 4, € um gene scmidomi-
nante que tambem aumenta o teor de lisina na semente. Esse gene as-—

-
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sim como o gene opagque-2, confere a semente uma textura Farindcea
(Nelson et al., 196%5).

Outros mutantes como shrunken-2 e brittle-2 reduzem drasticamen—
te o conteddo de amido do endosperma, conferindo a semente aspécto
enrugado. Além disso apresentam reducho no nivel de reina & aumento
do teor de lisina semelhante a0 encontrado no mutante opague-
(Misra et al., 1972: Dalby e Tsai, 1974).

Emhora e#sses mutantes de endosperma apresentem gqualidade nutpi-
tiva superior ao milho normal e tenham contrituido para um  grande
aprofundamento do conhecimentn dos mecanismos que controlam a bios~
sintese de proteinas e aminoacidos da semente, sua utilizagio pra-
tica é mui%o limitada, pois apresentam caracteristicas agrondmicas
desfavoridveis como menor produtividade, aparéncia indesejiavel e
ﬁaior susceptibilidade a patdgenos. As modificagies encontradas pa—
ra certos aminodcidos principalmente a lisina, que €& sintetizada
pela via metabdlica do Acido aspdrtico, nestes mutantes de endos-—
perma de mitho, coloca a via metabdlica do dcido aspirtico como

miito importante para os cereais.

2_.2- Via metabdlica do Acido Aspdrtico

A sintese da maioria dos aminodcidos essencinis & regulada por
feedback tanto em bactérias (Umbarger, 1976) como em plantas (Mi-
flin e Lea, 1982). Dentre os aminoacidos essénciais, =n lisina
(Lis), a treonina (Tred), o metionina (Met) e a isoleucina (Tle) sio
der ivados do #cido aspdartico em bactérias (Umbarger e Davies, 1942)
e em plantas superiores (Naylor et al., 1958; Dougall, 4196%: Dou-

w7
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gall, 1964; Dougall & Fulton, 194673 Gengenbach et al., 978 e Ra-—
yan, 1989).

A figura 1 apresenta om esquema simplificado da via metabolica
do dcido aspartico em plantas superiores com alguns dos seus pontos
regulatdirios. A aspartato.guinase, que ¢ o primeira enzima da  via
metabdélica, & uma enzima polimdrfica apresentando formas sensiveis
a retroinibicio pela lisina ou pela treonina (Rognes et al., 1980).
A sensibilidade a lisina é aumentada na presenca de
S-adenosilmet ionina (Adomet ) (Rognes, 1980)..A lisina por sua ver,
atua em outro ponto de regulag¢ido retroinibindo a enzima dihidrodi-
plcolinato sintase (Wallagrove & Mazelis, 19284%) enguanto que A
treonina inibe algumas formas de homoserina desidrogenase {(Rayan,
1989 Sainis et al., 1984). A S-adenosilmetionina apresenta efeitos
éntagﬁnicos nesga via metabhdlica pois, de um lado aumenta a sensi-
bilidade da aspartato quinase a lisina (Rayan, 1980 e de outro
estimula a atividade da treonina sintase (Madison e Thompson,
19276). A metionina ou a S-adenosilmetionina reprimem a sintese dna
cistationina sintase em certas plantas (Thompson =t al., $1982).

A aspartato quinase & a dihidrodipicolinato sintase sio conside-
radas duas enzimas chaves na via metabolica do dcido aspdrtico. A
aspartato quinase € & primeira enzima de toda A via enguanto gue  =a
dihidrodipicolinato sintase € & primeira enzima na via de biossin-

tese de lisina.
2.2.1- Agpartato Quinase
Truffa-Bachi (i973) trabalhando com aspartato quinase de mi-

croorganismos determinoun que & sintese da enzima estd sob o contro-

-8.



ASPARTATO

1 *—-ius. Tre, Lis + Adomet
ASPARTIL FOSFATO
ASPARTATO SEMIALDEIDO PIRUVATO
3 e 2 [+t e
HOMOSERINA DIHIDROPICOLINATO
FOSFOHOMOSERINA LISINA
5 ‘ﬂAdomet 4 (+) Adomet 6
CISTATIONINA TREONINA . SACA;:IOPINA
7
b
HOMOCISTEINA . AMINOADIPATO SEMIALDEIDO
+
METIONINA GLUTAMATO
S- ADENLSILMETION!NA
ENZIMAS

1. Aspartato quinase

2. Dihidrodiplicolinato sintase
3. Homoserina desidrogenase
4. Treonina sintase

5. Cistationina sintase

6. Lisina-cetoglutarato redutase
7. Sacaropina desidrogenase

Figura-l: Via metabdlica para a biossintese de lisina, treonina e

metionina. 03 pontos de regulagdo estdo indicados pelas
setas. (-) Indica a retroinibig¢8o. (+) Indica retroativa-

cdo.
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Je de um sofisticado sistemn de regulagiio com repressio pelo produ~
to final. Stadman et al., (19464) purificaram e caracterizaram muito
bem duas isoenrimas da aspartato guinase em E. coli, cada uma ini-
bida especificamente por treonina ou por lisina. Uma terceira forma
da aspartalto guinase foi encontrada em E. coli kl2Z que nio apresen—
ta regulacio por feedback mas sua sintese é reprimida pela metioni-
na (Patte et al., 1967). Outras bactdrias possuem somente uma forma
de aspartato gquinase, mas € regulada de diferentes modos dependendo
da espécie. A aspartato gyuinase de Rhodopseudomonaa spherdides € i-
nibida por aspartato semialdeido (Datta e Prakash, 1946), enguanto
que a enzima e Rhodospirilmlum rubrum ¢ inibida por treonina (Dat-
ta e Gest, 1964a). Em bactérias tais come Rhodopseudomonas capsula-
tus (Datta e lGest, 19464n; 1964b), Brevibacterium flavum <(Shiio e
Higaiima, 1969) e algumnas espécies de Bacillus <(Paulus & Gray,
1967 Kuramitsu, 197¢) a enzima ¢ inibida par acgio conjunta da  1j-
sinn & treonina.

Mutantes de bactérias com aspartato quinase insensivel aps ami-
nodcidos lisina € treonina, produzem esses aminoacidos em  grandes
quant idades. A lisina € comercialmente produxida por esses mutantes
em fermentadores (Demain, 1970; Fveleigh, 1981).

A aspartato quinase tem sido extraida £ raracterizada em muitas
espeécies de plantas superiores (Bryan et al., 1970; Wong & Dennis,
1973a, 1973b: Aarnes, 19743 Aarnes e Rognes, 1974: Cheshire e Mi-
flin, 1975 Davies e Miflin, 1977; Shewry e Miflin, 1977: Bright et
al., 1978w, 1978b; Sakano & Komamine, 19783 Yamada et =al., 41986)
sendo que a grande maioris dos trabalhos foram feitos com cenoura,
cevada, trigo & milho.

Trabalhos desenvolvidos em diversos laboratdrios, demonstraram
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que existem duas formas de aspartato quinase en cepoura. A anal ise
de cultura de celulas de raizes em suspensio, demonstrou que a ati-
vidade da aspartato quinase € redusida quando as cédlulas crescem en
meio contendo tisina ou treonina € lisina mais treonina. A asparta—-
to quinase sensivel a Jisina redux o atividade quando em meio  con-
tendo lisina e a aspartato quinasc sensivel & treonina redur a ati-
vidade quando em meio contendo treonina. Portanto haveria duas for-
mas de aspartato quinase, uma sensivel a lisina e outra sensivel a
treonina (Davies & Hiflin, 41977; Davies & Miflin, 1978;: Matthews &
Widholm, 1?278). Sakano & Komamine (1978) trabalhando com tecidos de
rafzes, determinaram que a aspartato quinase sensivel a treonina
constitui 70% da atividade total ¢ o aspartato guinase sensivel a

lisina ao redor de 20X. Matthews e Widholm (1978) trabalhando com

cultura de células de raizes em meio contendo lisina e treonina,

verificaram gue a atividade das duas formas de aspartato guinase
estavam 100X inibidas, sendo gque o8 dois aminndcidos apresentavam
efeitos aditivos., Sane et al. (1984) relataram que a aspartato gquij-
nase de cenoura € ativada por cdlcio ou calmodulina. Entretanta,
Bonner et al. (1984) trabalhando com aspartato gquinase altamente
purificada de cenoura, sensivel a lisina, altamente purificada, nio
encontraram nenhum tiro de reguiacin por cdlcio ou calmodulina.
Wong e Dennis (1i973a) trabalhando com germe de trigo, determina-
ram que a aspartato quinase € inibida cooperativamente por lisina
mais treonina., A lisina inibiu a aspartato quinase em baixas con-
centracoes e a treonina em altas concentragtes. Wong e Dennis
(1973a) sugerem ainda que © efeito sinergistico da lisina mais
treonina na inibigHo do crescimento de pléntulas pode ser devido =
inibi¢do cooperativa da aspartato gquinase, impedindo a sintese de
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metionina. Yamada et al. (1984) trabalhando com cultura de células
de cenoura em suspengio, determinaram gue a aspartato gquinase era
fortemente inibida pela lisina. Determiparam tambem que a treonina
e a metionina individualmente ouw em combinacHo com a lisina nio  i-
nibiam a atividade da aspartato quinase. A S-adenosilmetionina
quando adicionada em conjunto com a lisina aumentou =a inibigio da
agpartato aguinase. Também a aminovetilcecisteina na concentraglo de
UmM inibiu S0X da atividade da aspartato quinase enquanto outros a-—
ndlogos de lisina nio apresentam efeito inibitdrio nem na concen-—
tracho de témM. Bright et al. (4978a) trabalhando com pléntulas de
trigo verificaram que a aspartato gquinase ¢ inibida pela lisina so-
mente, e pela lisina mais treonina, & nEo € inibida pela treonina
somente, contrastandeo com os resultados obtidos por Wong e Dennis
?1973a). Bright et al. (i978a) verificaram também que a sintese de
metionina praticamente nao foi afetada sugerindo que existem outros
rpontos importantes de regulacgio.

A aspartato quinase de milho € dependente de ATP, Mg+ ou Mn2+ e
aspartato (Bryan et al., 1970; Henke € Wahnbaeck, 1%977: Henke e
Wahnbaeck, 1979). Henke & Wahnbaeck (i977) verificaram que a ativi-—
dade da aspartato quinase em endosperma imaturo de milho é inibida
por lisipna mas ndo por metionina ou treonina. Bryan et al. (197¢)
verificaram gque a atividade da aspartato gquinase em plantulas de
milho € inibida por lisina (80-85%) € por treonina (10-20%) nio
sendo inibida por leucina e metionina. A alanina, valina e isoleu-
cina ativaram a atividade da aspartato quinase. Cheshire & Miflin
(1975) trabalhando com plantulas de milho verificaram que &8 lisina
inibe a atividade da aspartato quinase. fiengenback ét al, ¢i978) a-~
nalisaram a atividade da aspartato guinase em diferentes tecidos

12



£ Lo

verificando que a enxzima foi inibida por lisina em todos os teci-
dos, sendo que a concentracho inibitdria variou de ©.02-0.inM. Com~-
binagoes de lisina e treonina nio aumentaram a inibic¢Ho da ativida-
de da aspartato guinase.

Aarnes (1977) verificouw que a aspartato gquinase de cevada € sen-
sivel a lisina. Shewry € Miflin (1977) trabalhando com aspartato
quinase purificada de pléntulas de cevada verificnram que a enzima
€ inibida 50X por 0.7mM de lisina € guase completamente por SmM de
lisina. A metionina em baixas concentragies (@.1i-1mM) aumentou a i-
nibigido em presenca de lisina indicando gue os dois aminodacidos =a-—
gem cooperativamente.

Aarnes (1974) analisou a aspartato quinase em varias espécies de
plantas. Verificou que em Helianthus annus a lisina na concentraglo
&e gmM inibiu 24X a atividade da aspartato quinase, enquanto que =a
treonina na concentracio de GmM inibin 6% & lisinn wmais treonina
na concentracio de 8mM inibiu 88% a atividade da aspartato quinase.
Em Raphanus sativusa, lisina, treonina € lisina mais treonina na
concentracao de 8mM inibiram a atividade da aspartato quinase em
69%, 364 e HBYX respectivamente. Em Sinapeis alba, lisina, treonina
e lisina mais treonina na concentracio de 8mM inibiram a atividade
da aspartato quinanse em 47%, 84X e 47X respectivamente. Em Cucumis
sativua, lisina, treonina € lisina mais treonina na concentragio de
8mM inibiram a atividade da aspartato quinase em 39X, i7% e Q4%
respect ivamente, sugerindo inibig¢io cooperativa.

Aarnes e Rognes {(1974) verificaram que a treonina na concentra-
¢80 de BmM inibe 86X da atividade da aspartato guinase em Pisum sa-
tivum. Nenhum efeito da ligsina foi observado enquanto que & alani-—
na, a valina € a isoleucina ativaram a aspartato quinase. Lea et
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al. (197%) trabalhando com Pisum sativum, verificaram gque a lisina
na concentraclo de SmM inthiu 49% a atividade da aspartato quinase
sendo seu principal inibidor. Treonina, metionina, lisina mais
treonina € lisina mais treonina mais metionina na concentrag3o de
SmM o inibiram 24X, 10X, B7%Z e 927 a atividade da aspartato quinase
respectivamente.

Wong e Dennis (1973b) trabalbando com Lemna minor, verificaram
que lisina na concentrag¢io de @,3mM, treonina na concentraglo de
9,5%mM e ligsina na concentracho de @,3mM mais treonina na concentra-
cdo de 9,5mM inibiram a atividade da aspartato wuinase em 37%, 0% e
63% respectivamente indicando inibicho cooperativa.

Matthews e Widholm (i979a) analisaram o efeito da lisina e treo-
nina na atividade da aspartato quinase em cotiledones, calos & cul-
£ura de células em suspensio de CGlycine max. Em cotiledone e calos,
lisina & treonina na concentraczo de imM inibiram 30X € 79% respec—
tivamente a atividade da aspartato quinase. Em células em suspensio
lisina € treonina na concentraglo de i1mM inibiram 50X & 50X a ati-

vidade da aspartato guinase respectivamente.

2.2.2-Dihidrodipicolinato S8intase

A transformaciio do aspartato seminldeido em 2,3~ Dihidrodipico-
linato é a primeira reacio da via do acido aspartico unicamente 1i-
gado a biossintese de lisina (figura 1). Essa reagao € catalizada
pela enzima dihidrodipicolinato sintase, que faz a condensaclo dos
precursores aspartato semialdeido & piruvato. A catdlise dessa rea-
30, em extratos de plantas, foi demonstrada por Cheshire € Miflin
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(L975) usando plantulas de milho como fonte da enzima.

Como pode ser visto na figura 1 a dihidrodipicolinato sintase
esta sujeita a inibicdo por feedback pela lisina. Mazelis et al.
(1977) detectaram a dihidrodipicolinato sintase em 2xtratos de &
diferentes familias taxonomicas de plantas ¢ purificaram parcial-
mente a enzima & partir de germe de trigo. Somente o isomero L do
agspartato semialdeido foi utilizado como substrato dessa enzima e
uma forte cooperatividade foi notada quando a concentracio de piru-
vato foi wvariada. '

Matthews € Widholm ({979a) analisaram a dihidrodipicolinate sin—
tase em cultura de células em suspensio, calos e cotilddones de so-—
Ja (Glycine max). A atividade da enzima nos 3 tecidos foi inibida
pelo menos 9%% por 1.0mM de lisina. Através de ananlise eletroforé—
éica verificou-se que existia apenas uma forma de enzima.

Matthews ¢ Widholm (4978, 1979b) detectaram sdimentec uma forma de
dihidrodipicolinato sintase em raizes e cultura de células em sus-—
pencdo de Daucus carota L. sendo que a enzima fol inibida em 80X
por @,5mM de lisina.

Atualmente, o conhecimento do sistema de regulancio das vias me-
tabdlicas envolvidas na biossintese dos aminodcidos esséncimais tem
possibilitado a sele¢do “in vitro” de muatantes bioguimicos gque =#@-

presentam acumulo de vérios aminodacidos na semente.
2.3- Mutantee bioguimicos selecionados "in vitro”
Com o desenvolvimento de tédenicas de manipulagfio de culturas de

células, tecidos ou orgfios de plantas “in vitro”, foi possivel se-
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lecionar variantes genéticos onde alguns pontos regulatdrios da via
metabdlica do aspartato estariam relaxados. Alguns desses mutantes
apresentam altera¢ctes nas propriedades fisico-quimicas de determi-
nadas enzimas, alterando suas sensibilidade nos efetores.

Para a sele¢lo desses mutantes sio atilizadas combinagies de a-
minoacidos produtos finais ou andlogos de aminodcidos. 0s andlogos
de aminoacidoes normalmente substituem os mesmos quanto ao efeito de
regulagcio das enzimas alostdéricas, podendo também, como no caso da
5-2 aminoetil~L~cigsteina (figura 2, substitwi-los npa sintese de
proteinas (Bright et al., 197%a, 1979b). dAssim, as culturas s8o
drasticamente inibidas. Aquelas que eventualmente apresentam cres-—
cimento normal, tem grande chance de serem mutantes regulatirios.

Resultados positivos utilizando-se esse sistema tem sido obtidos
em Varias espécies de plantas. Adigdes equimolares de lisina mais
treonina Iinibem o crescimento da cultura, inibindo a atividade da
aspartato quinase /o0 a atividade da homoserina desidrogenase
(Bright et al., 1978ay Hibberd et al., 1980). lsso leva a deficién-
cia de metionina para a sintese de proteinas, impedindo o desenvol-
vimento da cultura (Bright et al., 1978b). Isso & demonstrado quan-—
do o crescimento da cultura é reestabelecido através da adig¢io de
baixas concentractes de metionina, homoserina ou homocisteina  =ao
meio. Analogos de lisina, como » aminoetilcisteina, inibem a ativi-
dade da dihidrodipicolinato sintase, inibindo o crescimento da cul-
tura pela deficiéncia em lisina (Bright et al., 1979a). Entretanto
esse analogo € incorporado em proteinas em microorganismos (De Mar-
co et al., 1%76), plantas (Bright et al., 1i979a, 197%b) € animais
(Rabinovitz e Fishe¢r, 1961). Portanto, uma planta gue apresenta ni-
veis mris altos de lisina livre, poderia ser resistente a aminoe-
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Figura—-2: Estruturas quimicas do aminodcido lisina bem como Seu a-
ndlogo S-{2-Aminoetil)-L-cisteina.
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tilcisteina através da diluicho do efeito desse andlooo pelo edces-—
50 de lisina. A etionina, um andlogo da metionina, inibe 0o cresci-
mento da cultura pela defici€éncia em metionina (Widholm, 1974).
Mutantes que apresentam acumulo de aminodcidos foram obtidos em
vdrias espécies de plantas onde actumulo de lisina, treonina e me-
tionina foram detectados em varios tecidos inclusive na semente
(Cattoir- Reynaerts et al., 1981i). Entretanto, em semente de milho,
nenhum mutante obtido dessa mancira apresentou actimulo de lisina
(Miflin et al., 1982). A nRo acumulacio de lisina pode ser devido a
dois fatores! primeiro, no caso de mutantes resistentes a lisina
mais treonina, a enzima dihidrodipicolinato sintase deve coantinuar
sensivel a lisina, bloqueando sua sintese no segundo ponto de regu-
laglo (Bright et al., 1982) (figura 1i); no caso dos mutantes resis-
gentes a aminoetilcisteina, a enzima dihidrodipricolinato sintase
permanece sensivel a aminoetilcisteina, sendo que a absorgho da a-
minoetilcisteina € que estada modificada (De Marco et al., 1976); em
segundo lugar, endosperma de milho e cevada apresentam alta taxa de
degradacie de lisina durante o desenvolvimento da semente. Essc fa-
to foi constatado inicialmente através de edMperimento com lisina
Ci4 (Sodek e Wilson, 197¢; Brandt, 1975). Recentemente, foram de~
tectados e caracterizados duas enzimas envolvidas na degradacio de
lisina. A primeira epzima, lisina~cetoglutarato redutase (Figura
1), transforma a lisina em sacaropina (Arruda et al., 41982). Essa
enzima apresenta alta atividade no endosperma em desenvolvimento, e
estd estreitamente correlacionada com a taxa de translocacho de ni-
trogénio para a semente (Arruda ¢ Silva, 1983). Dois fatos impor -
tantes contribuem para a hipdtese da degradacf8o da lisina como pon-
to importante no acimulo desse aminodcido na semente. Em primeiro
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lugar, durante o desenvolvimento da semente, ocorre translocagio de
lisina para o endosperma, em guant idades duns a trés vezes superio-
res aquela necessdria para a sintese de proteinas em sementes nor-
mais (Arruda e Silva, 1979). 0 excesso de lisina translocada deve
ser degradada em endosperma normal, o que nio ocorre nos endosper-—
mas mutantes, ricos em lisina (Arruda e Silva, 1979). Em segundo
tugar, a primeira e€nzima da via de degrada¢io de lisina, =a lisi—
na-cetoglutarato redutase, apresenta pouca ou nenbhuma atividade em
endospermas opaque-2, que € rico em lisina (Arruda et al., 1984),
Esse mutante ndo afeta a segunda enzima da via de degradacio, a
sacaropina desidrogenase (Arruda et al., 1984) (figura 1). Assim, a
lisina cetoglutarato redutase pode estar degradando o excesso de

lisina que seria acumulado nos muetantes resistentes.

2.3.1-Mutantes que afetam a atividade da aspartato guinase

Hibberd et al.(198¢) selecionaram através de cultura de tecido
uma tinhagem de células de milho resistente a lisina mais treonina.
A aspartato guinase desse mutante apresentou-se menos sensivel a i~
nibi¢io causada pela lisina mais treonina, mas o mecAnismo gendtico
dessas alteragdes ndo foi estudado. Posteriormente, Hibberd e Green
(1982) regeneraram plantas resistentes a inibigo do crescimento
causado pela lisina mais treonina. A andlise gendtica desse mutante
mostrou que a resisténcia € determinada por um gene dominante
Ltr*i9. O pool de treonina livre aumentou & vezes em culturas  ini-
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ciadas de embrides de plantas resistente a lisina mais treonina e
75100 vezes em grios homozigotos para o gene Ltr*i9? quando compa~
rados com culturas e grios de plantas sensiveis a lisina mais treo~
nina. A aspartato quinase desse mutante mostrou-se menos sensivel =
inibicio pela lisina do que as plantas normais.

Cattoir et al. (i983) trabalhando com cultura de células de ce-
noura mutagenizadas com M’ metil nitroso guantdina, selecionaram um
mittante resistente & lisina mais treonina gue apresentou a asparta-
to quinase menos sensivel A esses aminodcidos.

Bourgin et al. (1980) atravée de cultura de protoplasto de Nico-
tina tabacum {(hapldide) submetida a mutagénese com ultra violeta e
seleglo em meio contendo lisina mais treonina, sclecionaram dois
mutantes resistentes gque apresentaram acumuelo de alguns amingdci-
505. Também se verificou que a resisténcia é determinada por um ge~-
ne dominante.

Negrutiu et al. (1984) trabalhando com Nicotiana syvlvestris sub-
met ida a mutagénese com ultra violeta selecionaram dois mutantes
resistentes a lisina mais treonina gque apresentaram acdmulo de al-
guns aminoacidos. A resisténcia ¢ determinada por um g9ene dominan-—
te. Tanto no trabalho de Negrutiu como no de Bourgin a aspartato
quinase nlo foi estudada.

Bright et al. (1982) selecionaram quatro mutantes em cevada re-
sistente a lisina mais treonina. A andalise genética desse mutante
mostrou que a resisténcia de cada um ¢ determinada por genes domi-
nantes os quais foram denominadeos Ltla e Ltlb <alélicos) & Lt2. A
aspartato quinase de cevada pode ser separada em trés picos de ati-
vidade cada uma correspondendo & umia isoenzima? aspartato quinase
I, aspartato quinase 1] e aspartato quinase III (Bright et al.,

el



AT
L

L

1282 Arruda et al., 1984)., 0 estudo da sensibilidade aco feedback
dessas Isoenzimas em plantas normais mostrou que a AKT € predomi-
nante sensivel a treonina enquanto que a AKII e AKIII sdo inibidas
por lisina ou lisina mais S-adenosilmetionina. 0s nutantes resis-—
tentes a lisina mais treonina selecionados em cevada mostraram que

a BKTII & AKIII s8o menos sensiveis & intbicdo pela lisina nos  mu-—

tantes R25¢4, R3IZ02 e R3G04,

2.3_.2-Mutantes que afetam a atividade da dihidrodipicolinato

Bright et al. (1979a) através de cultura de embrites maturos de
eevada muitagenizadas com azida sidica, selecionaram um mutante re-
sisténte a @,25mM de aminoetilcisteina. Através de cruzamento reci-
procos com a variedade sensivel, determinou-se gque a heranca da re-
sisténcia é devida a um gene nuclear recessivo denominado AEC-1i. A
inibigdo do crescimento pela aminecetilcisteina ¢ ativada pela lisi-
na gquando em grande concentracio, indicando gque a lisina deve estar
competindo com a aminpetilcisteina por algum sitio de agao. Entre-
tanto esse mutante nao apresentou acdmulto de lisina em nenhum teci-
do da planta provavelmente porgque esta mutachBo nfo atinge a enzima
dihidrodipicolinato sintase, que permanece gensivel a inibigho pela
lisina € aminoetilcisteina. Posteriormente verificou—-se gque =a re-
sisténcia € devida a redugio da absorg¢io de aminoetilcisteina pelas
raizes & nko pela alterag8o regulatdria da dihidrodipicolinato.

Jacobsen (i98%) trabalhando com cultura de celulas de Solanum

tuberoaum em suspengio, selegcionaram uma linhagem de cdlulas resic-
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tentes a 10uM de aminoetilcisteina. A analise de aminodcidos livres
dessa linhagem variante apresentou um aumento de 244% no teor total
de aminodacidos livres. Esse aumento entretanto, nfo ¢ devido a uma
superproducdo de lisina, treonina ¢ metionina, que apresentaram an—
mentos de 70X, 20X e 19%Z respectivamente.

Atraves de cultura de protoplastos de Nicotiana sylvestrie, Ne-
grutiu et al. (1284) wselecionaram duas llinhagens resistentes a a-—
minoetilcisteina que se caracterizaram por um aumento de 19-20 wve-
zes 0 teor normal de lisina livre, além de um pequent  aumento no
teor total de aminodcidos livres. Tanto em calos como em folhas de
plantas regeneradas dessas células mutantes, a enzima dihidrodipi~
colinato sintase mostrou-se insensivel a inibi¢io causada pela ami-—
noetilcisteina. A aspartato quinase permancceu tnalterada nesses
ﬁutantas. Cruzamentos com o tipep selvagem indicaram que a resistén-
cia é devida a um gene nu&lear dominante.

Linhagem de calos tolerantes a aminostilcisteing isoladas de ca—
los embr iogénicos de Pennisetum americanum, foram selecionados em
meio contendo aminoetilcisteina por Boyes e Vasil (1987). Calos to-
lerantes cresceram em meio contendo até 4,0mM de aminoetilcisteina
engquanto calos ndo tolerantes foram inibidos na presenca de 0,125 e
Q,5mM de aminoetilcisteina. A andligse de aminodcidos das  1inhagens
de calos tolerantes demonstrou um aumento de 5 vezes no teor de 1i-
sina livre enquanto gue &m folhas de plantas regeneradas desses ca—
los esse aumento atingiu 7 vezeé.

Widholm (1974 trabalhando com cultura de células em suspensio
de Nicotiana tabacum L, selecionou linhagens de células resistentes
aos analogos de lisina, aminoetilcisteina € delta hidroxilisina.
Essas linhagens celulares foram de 10 até mais de 1.000 veres menos
2 )
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sensivel aos andlogos aue a linhagem celular parental. As células
resistentes a aminoetilcisteina e delta hidroxilisina apresentaram
um aumento de mals de 16 veres no teor de tisina livere em relacio a
linhagem normal.

Matthews et al. (1980) atraveés de cultura de células em meio 17—
quido contendo @,3mM de aminoetilcisteina selecionaram células de
Daucus carota L resistentes a aminoctilecisteina. A andlise de ami-
noacidos livres mostrou os mesmos niveis de lisina livre tanto para
células normais € células resistentes a aminoetilcisteina. A absor-~
cio de lisina~i4C do meio de cultura foi altamente reduzida em cé-
lulas resistentes a aminoetilcistefna. As enzimas principais envol-
vidas na sintese de lisina e treonina foram examinadas e alteragoes
na atividade da aspartato quinase ¢ da dihidrodipicolinato foram
Abservadas. A atividade da aspartato gquinase foi reduzida em 33% e
A atlvidade da dihidrodipicolinato aumentou duas vezes. A outra en-
zima analisada, a homoserina desidrogenase, ni8c sofreu alteracies
na sun atividade.

Schaeffer e Sharpe (1i981) a partir de cultura de anteras de ar-
roz selecionadas em meio contendo 2mM de aminoetilcisteina, regene-
raram 1@ plantas das quais duas produziram semente. Essas sementes
apresentaram niveis de lisina livre mals altos que © controle e
também aumentou os niveis de alanina, arginina e asparagina 1i-
vires. A8 plantas produzidas apresentaram os teores de suas protei-
nas mais altos que os controles.

Os resultados descritos na literatura discutida =acima, mostram
que o conhecimento da regulagio da via metabdlica do dacido aspdrti-
co pode ser utilizado para a selegio de motantes que apresentam al-—-
teractes em alguns dos pontos regulatdrios, os quais podem ser ca-—
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racterizados ¢ estudados sob o ponto de vista genético ¢ bioguimi-
co.

Eptretanto na maiorin das vezes, © sucesso da selegdo depende da
utilizacio de um sistema eficlente para & cultura de células ou te-

cidos “in vitro” e n posterior regeneracio de plantas férteis.

2.4-Cultura de tecidos de milho

A tecnologia de cultura de células e fecidos vegetais tem sido
largamente utilizada em algumas espécles de plantas, como uma téc—
nica para a obtencio de variantes genédticos. Entretanto, para gque
isso seda possivel, € necessario gque sejam desenvolvidos protocolos
para a obtenciho de culturas de calos, cultura de células em suspep—
80 e protoplastos que apresentem alta capacidade de regeneragio de
plantas. '

A regeneraciio de plantas por cultura de tecidos em milho, foi
primeiramente relatade por Green € Phillips (197%5). Esse resultado
tem sido repetido atualmente por muiteos pegguisadores.

Um dos mais importantes avancos na cultura de tecidos em ce-
reais, obtidos nos dltimoes anos, foi a descoberta da embriogénese
somat ica (Dunstan et al., 1978; Thomas et al., 1979). Relativamente
novo em cultura de cerenis & gramineas, esse fendmeno foi descrito
primeiramente em cenoura por Steward £ Mears (i?2358), e dois grupos,
o de Vasil (Lu et al., 1982 na Florida e o de Green (Hibberd e
Green, 1982) em Minnesota, conseguiram a regeneracao de plantas de
milho através de embriogénese somatics, gque parece ocorrer em 1i-
nhagens com diferentes “backgrounds” genédticos, respondendo dife-—
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rentemente as concentragoes de acido 2,4- diclorophenoxiacético
(2,4-D) e sacarose. bua (1982) relats gue, pa regeneracan de plantas
por embriogénese somdtica, 05 calos apresentam embridides que ger-
minam & dio origem a plantas normais.

No Labaoratdrio de Genética Vegetal do Departamento de Genédtica e
Evolugio de Instituto de Biologia da Unicamp, foram identificadas
varitas linhagens de milho gue aprescentam alta freqiiéneia de embrio-
génese somatica & que apresentam grande capacidade de regeneragio
de plantas (Prioli, i987). Calos embriogénicos frigveis com alta
capacidade de embriogénese somiatica sHo mantidos por longos perio-
dos sem alteracio na capacidade de regeneragio de plantas. Isso fax
com que esse tipo de calo seja o mais indicado para sele¢do “in vi-

¢

tro” de mutantes bioguinicos.

Para a obten¢ao de mutantes a partir de calos embriogénicos
fridveis hid dois fatores fundamentais a se considerar? o primgiro
diz respeito a manutencao dos calos € de sua capacidade de rvegene-
ragio, € o segundo, a estratégin a ser usada para a obtengRo dos
mutantes. Para mutantes resistentes a estresses, herbicidas, anti-
bidticos e mudancas no metabolismo bdsico, tem se utilizado sistema
de selegio positiva (Hibberd, 1i984). Fste sistema de selegfo con-
siste na habilidade das células para crescer ou sobreviver na pre-
senca do agente seletivo. Contudo, a elaboraciio de estratégias de

selecfo depende em mmuito do conhecimento = nivel celular € biogui—

mico da caracteristics de interesse.
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3- MATERIAIS E METODOS:
3.1-8elecdo de mutantes resistentes a aminoetilcistefna
3.1.1-Linhagens de calos embriogénicos fridveis

Foi utilizada a linhagem de calos embriogénicos fridaveis de mi-
lho Cat 1¢9~-1 do Laboratorio de Genetica Vegetal do Departamento de
Genética e Evoluglo~-IB-UNICAMP. (figura 3). Essa linhagem foi esta-
belecida por Prinli (i987) a partir de embrides imatures. 0s calos
foram mant idos em meio MO?-2 (Tabela 1) através de subculturas rea~

lizadas a cada duas semanas.

3.1.2-Determinacgdo da concentrac¢do seletiva de aminoetilcisteina

A determinacio da concentracio seletiva de aminoetilcisteina foi
feita inicialmente utilizando—-se a germinagio de enbrioces imaturos
da linhagem Cat 100-t em meio MO?-2 sem horminio contendo um gra-
diente de concentraciio de aminoetilcisteina. Para isso espigas da
linhagem Cat 10¢~1 coletadas aos 20 dias apds a polinizacdo Fforam
esterel izadas superficialmente em hipoclorito de sédio a L% por 30
ninutos.

Apods tres lavagens com adgua destilada esterilizada, os embrices com
tamanho de 3-4mm foram removidos assepticamente das sementes e inop-
culadas em placas de Petri, contendo 20ml de meio MBP-2 sem hormé-

netbe
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Figura-3:

Calo embriogé&nico fridvel da linhagem Cat 100-1
embriogé&nico fridvel da linhagem Cat 100-1 apresentando
embridides na superficie (B).

27 .

(A) .
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nio € 0,07, 0,13, ©,27, 0,53 e imM de aminoetilcisteina. Foram ino-
culados 10 embrites por placa € estas foram mantidas em camara de
germinacio com temperatura de 27+1iC e 16/8 horas de fotoperiodo. O
comprimento da raiz principal de cada plantula foi medido apés 8
dias de germinagfo. Com isso foi possivel determinar a concentragao
que causa aproximadamente 89X de inibicio do crescimento radicular.
Para verificar se a recposta dos calos ao efeito inibitdrio causado
pela aminoetilcisteina era semelhante aquela dos embrites imalturos
foi determinada =& concentracio seletiva desse material.

Calos embriogénicos fridaveis da linhagem Cat 100-1 pesando apro-
“imadamente 3Qmg, Toram ingculados em meio MO?-Z2, contendo o mesmo
gradiente de concentragiio de aminoetilecisteina do edperimeto rea-
lizado com embrifes imaturos. As placas foram wmantidas em camara
éscura com temperatura de 27tfb. Apds 3¢ dias do indculo, fol feita

a avaliagHo visual dos tratamentos.

3.1.3-Inducdo de mutacido e melecao

Para iniciar a selecio de mutantes resistentes a aminocetilcis-
tefna, foi seguido o protocolo esquemat izado na figura 4, 0s calos
embriogénicos friaveis foram primeiramente tratados com um agente
mutagénicé. Para isso, calos pesando aproximadamente 3¢mg foram
tratados com soluglo de 0,01 € imM de azida sddica em tampio fosfa-
to @.4M pH3.9 segundo Hibberd ¢ Green (1982), e inoculados em meio
MO9-2, Apds uma semana o8 calos foram transferidos para meio MO?-2
contendo @,25mM de aminoetilcisteina. Apds uma semana em meio sele-
tivo, a majoria dos ecalos apresentaram-se necrdticos, com  apareci-

2.



CALLUS EMBRIOGENICOS FRIAVEIS (M09 -2)

VARIACAO SOMACIONAL | NaNy

:
7 DIAS EM MEIO M09-2

r
MO9-2 + AEC (DOSE SUBLETAL)

6 SUBCULTURAS

i
REGENERACAQ DE PLANTAS

PLANTAS
- AUTOFECUNDADAS

- CRUZADAS COM A LINHAGEM

ORIGINAL
~
ANALISES ANALISES ANALISES
BIOQUIMICAS AGRONOMICAS GENETICAS

Figura-4: Represgsentacioc esquemdtica do procesgso de sele¢gdo de calos
e plantas resistentes & aminoetilcisteina.
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mento de setores nfAo necrdticos. FEsses setores foram repicados
quinzenalmente em meip seletive até que apresentassem crescimento
normal. Em alguns casos 08 caleos foram repicados em meio contendo
concentragies de atéd imM de aminoetilcisteina. Apds um minimo de &
gubculturas em meio seletivo, os calos foram transferidos para meio
MS (Tabela 2) para regenerar plantas. Em alguns casos, @,20mM de a-
minoetilcisteina foi adicionado ao meio de regencracio para evitar
A regenera¢cio de plantas ndo resistentes. As  plantas regeneradas
foram transferidas inicialmente para potes ‘contendo vermiculita,
regadas com solucHo nutritiva (Tabela 3) ¢ mantidas em camara udmi-
da. Em seguida, as plantas foram transferida para o campo 8 culti-
vadas até a maturagfo. As plantas foram autofecundadas /00 cruza-

das com a linhagem Cat 106-1.

3.2-Transfer@ncia do gene Ltr*19 para as linhagens de milho Cat

100-1 e Tux 100-1

Uma linhagem de milho, contendo o gene Ltr%i% o gual confere re-
sisténcia para lisina mais treonina, nes foi cedida pelo Dr. C.
Oreen da Universidade de Minnesota U.8%.A. Esse gene foi selecionado
a partir de cultura de calos da 1linhagem AL188 em meio contendo 2miM
de lisina maig treonina. Posteriormente o gene fol transferido para
a linhagem AS1? através de retrocruzamentos sucessivos. Portanto as
sementes por nes recebiday possuiam backaround gendtico da linhmgem
ALLY.

O gene Ltrxi? Foi transferido para as linhagens Cat 1091 e Tux
190-1 do Banco de Germoplasma do Laboratorio de Genética Vegetal do

~31.
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Departamento de Genédtica ¢ Evolu¢clo-IB-UNICAMP, através de retro-
cruzamentos sucessivos. No caso da linhagem Cat 1904, o gene foi
introduzido em plantas contendo endosperma normal, opaque-2, brit-
tle—4 e shrunken—-2 enquanto gue para linhagem Tux 1900-4 o gene foi
introduzido em plantas com-enduspﬁfma normal & opagque~2. Com 550
foram produzidos mutantes simples e duplos.

Para a seleclo dos duplos muatantes, plantas normais, opagque-—-2,
brittle—1 e shrunken—2 fToram utilizadas como fémeas no cruzamento
com & {inhagem A&41Y que continha o gene Ltrx*ifd. 0 Fi resultante a-
presentou fendtipos normais de semente. Plantas Fi foram retrocru-—
zadag (BCL) com as plantas normais ¢ mutantes de endosperma. As se-
mentes resultantes do primeiro retrocruzamento apresentaram segre-
gacac para os mutantes de endosperma na propor¢io de 124. As semen-
£€5 com fendétipo mutante foram entiio selecionadas € utilizadas para
os retrocruzamentos seguintes. Com itss0 os mutantes de  endosperma
foram fixados, bastando apenas selecionar para o gene Ltr*i?. Apds
dois ou mais retrocruzamentos, os materiais apresentavam um minimo
de 87,%5% do background genetico das 1linhagens Cat 1001 e Tux
100~1. Esse material foi entio autofecundado para a obtengcho dos

seguintes gendtipos:

Linhagem Gendtipo Fenot ipo
Cat 100-1% Q2021t1¢t normal
Cat 1006-1 odolltlt opague
Cat 199-14 btibtiltlt brittle
Cat 160-1 shadshaltlt shrunken
Tux 1001 02021t 1¢ normal
Tur 100-1 odo2ltlt opague

Durante tode o processo de retrocruzamentos para a obtengio dos
mutantes simples e duplos, @ presenca do gene Ltr*®i9 foi monitorada
com uma oy mais das metodologias descritas a seguir.

«34.
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3.3-Identificacdo da presencga de genes que conferem regist@ncia a

lisina mais treonina e aminoetilcistefna

3.3.1-Cromatografia de aminodcidos em camada delgada

Placas de vidro medindo 20:20cm foram preparadas com uma  canada
de @,5mm de uma mistura di silica gel e celulose na proporgd3o de
a5 (p/p). .

Og aminodcidos livres de calos, coleopltiles e/0u anteras foram
extraidos com dgua numa proporgio variando entre 50-100mg de tecido
Eara cada SQPI de agua. A extragio foi feita em tubos eppendorf de
1,5ml, macerando-se os tecidos com um bastio de vidro.o Em seguida
os extratos foram centrifugados a 1i5.000rpm numa nicrocentr i fuga
Spin I por 10 minutos. O sobrenadante foi ent8o wutilizade para =
cromatografia.

antes da aplicagiio das amostras, as placas de silicascelulose
foram ativzadas a 1@6& por 3¢ minutos. Em seguida, i%pl de cada a-
mostra foram aplicados nas placas. Os cromatogramas foram desenvol-
vidos em cuba de vidro contendo uma mistura de alcool butilico nor-
mai, acetona, hidrdixdido de amdénio e &Agua nas propor¢oes de
S0R50:25:240m] respectivamente. Apds 90-120 minutos de corrida, as
placas foram secadas por 72 horas em estufa ventilada a 40° C., Os
cromatogramas foram revelados com uma solugfo de 9,2X de ninidrina

em acetona. Padroes foram incluidos em cada cromatograma para a i

dentificacgio dos aminoacidos.
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3.3.2~-1Identificacdo da presenca dos genes gque conferem resiaté@ncia
da lisina mais treonina e aminoetilcisteina através de germinagio de

embrites em meio seletivo -

Embrites maturos e/ou imaturos das progénies regeneradas de ca-
los resistentes & aminoetilcisteina ou das progénies nas quais Toi
introduzido o gene Ltr#¥i?% por retrocruzamentas, foram colocados pa-
ra germinar em meio MOY-2 sem hormbnio contendo ©,25mM de aminoe-—
tilcisteina ou 2mM de lisina mais treonina respectivamente. Para
isso, as espigas ou os embrites isolados Toram esterilizados super-—
ficialmente com hipoclorito de sodio 4% ou cloramina T a 1% por 20
minutos. Em seguida o material foi lavado tres veres com agua des-—
tilada estéril e inoculado assepticamente em capela de flumo 1Emi-
nar no meio seletivo. Foram inoculados entre 1% € 12 embrites em
placas de Petri contendo 20ml de meio. As placas foram incubadas em

L J
camara de germinaciio a 27+ € com fotoperiodo de 16/8 horas claro-
/escuro. Apds 4 a 8 dias as plantulas foram avaliadas quanto ao de-
senvolvimento do sistema radicular e/ou parte aérea . No caso da
resisténcia a lisina mais treonina foi utilizada também para ava-
lingR0 o0 escurecimento ou ndo do escutelo em contacto com o meio

(Bright et al., 1vY82).

3.4-Andlise de aminodcidos nas sementes

Sementes das progénies regeneradas de calos resistentes =z ami-
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noetilcisteina e 7ou das progénies nas quais foi introduzido o gene
Ltr»*1% através de retrocruzamentos, foram analisados individualmen-
te /00 em amostras compostas quanto ao teor e & composicRo de ami-

noacidos livres.

3.4.1-Andlise de aminodcidos livres totais

Para a analise de aminodcidos livres totais foi utilizada a téc—
nica descrita por Yemm e Cocking (4975). Para isso entre 20 & 100mg
de farinha de endosperma foram homogeneizadas em  tubos eppendorf
com Aguar numn proporcio de L5 (p/v). Apds 2 horas a 4& o extrato
foi centrifugado a 15.000 rpm em uma microcentrifuga Spin I. 08 a-
minodcidos livres, reagiram com ninidrina, numa mistura de solugoes
contendo 20ul do sobrenadante, ?BQPI de Agua, 50@11 de tamp8oc ci=-
trato de sddio 0,2M pH 5,0, aeeul de ninidrina a 9% em etilenogli-
col, e iml de KCN @,2ZmM em etilenoglicol. A mistura fol incubada =a
i@g C por 2¢ minutos. Apds resfriamento, a mistura de reagho foi
completada para 4ml com etanol a 60% e a absorbidncia medida em es-
pectrofotometro num compr imento de onda de 570nm. A concentracio de
aminodcidos livres totais foi estimada comparando-se a absorbancia
da amostra com aguela de uma curva padrio de leucina nas concentra-~

cies de @, 10, 20, 3¢ e 4%pg/ml.

3.4.2-Andlise da composicdo de aminodcidos livres por cromatografia

lfiquida de alto desempenho

«37.
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Para a determinag¢iio da composi¢ao de aminoacidos livres foi uti-
lizada cromatografia liquida de altp desempenho, dos aminodcidos
derivatizados com fenilisotiocianato segundo a nota 442 da LKB. Pa-~-
ra isso, 19o9mg de farinha de endosperma Fforam homogeneizadas com
2%50ul de Aguan em tubos eppendorf e deixados = $’C por 1 hora. Em
seguida o extrato foi centrifugado a 15009 rpm por 1@ minutos e o
gobrenadante foi transferido para outro tuboe eppendorf. A extragio
foi repetida mais uma ver e os sobrenadantes foram combinados e
liofilizados. 0 liofilizado foi redissolvido 'em 10@41 de uma solu-
¢an de acetonitrilo, piridina, trietilamina € dgua na proporgiac de
10:5:2:3ml respectivamente. Em seguida adicionou-se @41 tde fenili-
sotiocionato e os tubos foram deixados a temperatura ambiente por
5-29 minutos para a forma¢lo do derivado (figura S5). Apds esse pe—
riodo, a solucio foi liofilizada, ¢ o residuo redissolvido em 10911
de tamp&o fosfato de sddio L2mM pHé.4. Uma soluglo de 1% de hidro-
Xiprolina derivatizada, foi utilizada como padrio interno ¢ adicio-
nada a cada amostra € aliquotas de i =& 1@11, dependendo do gendti-
po, foi injetado no aparelho de HPLC. As condigdes de andlise Foram

A8 seguintes?

Coluna? LKB 24134-033 SuperPac Guard Cartridge,(@;m), 4,0:x30mm e LKB

2134-16¢3 SuperPac Cartridge Spherisorb,(%pm), 4,0:4100mm
Eluentes: A- Tampio fosfato de sodio i2mM pH 6.4

B- %90ml acetonitrilo + 500ml tampBo fosfato de sddio

S4mM pH 6.4

-38.



Figura-5:
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3.5~ Andlige das proteinas da semente

3.5 . 1-Fracionamento das protefnas do endosperma

As proteinas do endosperma foram extraidas seqguencialmente se-
gundo a metodologia descrita por Paulis et al. (1978) com algumas
modificacldes de Nkonge ¢ Ballance (1982). A tabela 4 apresenta =a
sequéncia de extracio utilizada.

Para a extracio da fragaco I, 250my9 de farinha de endosperma fo-
ram homogeneizadas com 1,25ml de NaCl @,5M por 1 hora =a 4° C. Apos
esse periodo as amostras foram centrifugadas a 15000 rpm por 10 mi-
nutos. O sobrenadante foi transferido para um outro tubo e a extra-
¢ao foi repetida com @,7ml do solvente. 0s sobrenadantes foram com-—
binados € o volume completado para 2ml. O residuo foi entfo lavado
com agua destilada por duas vezes.

A fragdo II foi extraida, ressuspendendo-se o residuc com 2,%ml

«~40.



Tabela 4f Extragdao sequencial das proteinas do endosperwa.

Fragao Proteinas

I- 8,54 NaCl iy Stilv/plein 5:2(v/p) 1h 4°C Albuminas, globulinas e nitrogénio nic proteico
11- 781 EtOH-8,5% NaOAc 3x 18:i(v/p) th 25°C leina I

111~ 762 ELOH-8,5% NaOAC+20HE 2x 10:i{v/p} 30aip 25'C Ieina 11

IV~ residuo Glutelinas

-4,
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de acetato de sédio 0,5% em etanol 7¢%Z. A extraclo foi conduzida
por & hora a temperatura ambiente, com agitagoes ocasionais. Apos
esse pertodo os extratos foram centrifugados a 15900 rpm por 19 mi-
nutos. O sobrenadante foi transferido para um outro tubo e a extra-
cEo foi repetida mais duas vezes. Os sobrenadantes foram combinados
e o volume completado para 7,¢ml.

A fracho III toi extraida, ressuspendendo—-se o residuo com 2,%5ml
de acetato de sddio 0,95% mais mercaptoetanol 20X em etanol 70X%. A
extracio foi conduzida por 30 minutos a temperatura ambiente com a-
gitacles ocasionais. Apds esse periodo os extratos foram centrifu-
gados a 15000 rpm por 1i® minutos. 0 sobrenadante foi transferido
para um outro tubo & a extragio foi repetida mais uma ves. 0s so-
brenadantes foram combinados & o0 volume completado para 5,0ml.

As proteinas remanescentes no residuo (fragao IV) foram conside-
radas como sendo glutelinas.

A quantidade de proteinas presente em cada fraglo bem como a
proteina total da farinha de endosperma foram estimada através da
metodologia descrita por Paulis et al., (1978). Uma aliquota de 0,2
a 0,4ml1 de cada frag¢io ou 50mg de farinha de endosperma foram dige-
ridas com 1,9ml de dcido sulfdrico concentrado. 0 extrato digerido
foi completado para 20ml ou 2%5ml com adagua destilada.

O nitrogénio proteico dos extratos foi  estimadeo misturando-se
0,5%ml de extrato, 1,%ml de uma mistura 151 das solugdes A e B (so-
lugBo Az NaZHP0O4 ©,2Mr NaOH @,2M; tartarato de sdédio & potdssio te-
trahidratado 9,364 ¢ soluglo B2 NaOH 2,5M), @.,4ml de uma soluglo
contendo 209 de salicilato de sddio & 30myg de nitroprussiato de sd-
dio em 198ml de dgua destilada, 9,2ml de uma solugBo de hipoclorito
de sdodio contendo 5,2% de cloro ativo.s mistura foi incubada a 36>C

A2,
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por 30-4% minutos. Apos esse periodo foi adicionado i10ml de Hgua
destilada ¢ a absorbincia medida em espectrofotometro a 660nm.

A concentragho de nitrogénio foi estimada comparando-se a absor-
ba&ncia das amostras com aquela de solugbes padries contendo @, 2,

4, &4, 8 & 1QP9/m1 de nitrogénio.

3.5.2-Eletroforese e isoeletrofocalizacdo das protefnas do endos-

perma '

As fragtes proteicas do endosperma, separadas como descrito aci-
ma, com algumas wodificacies foram submetidas a andlise eletroforé-
tica em gel de poliacrilanida & isoeletrofocalizaco em gel de aga-—
Eose. Foram introduzidas as seqguintes modificagoes no fracionamento
das proteinas? as zeinas foram extraidas em uma s¢ Ffragio com uma
solu¢lo contendo 2% mercaptoetanol em isopropanol 55% e as gluteli-
nas foram extraidas com uma solugio de NaOH a @,2%.

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada segundo as
metodologias descritas por Laemmli (197@) e Wilson (1984). O gel
foi preparado de acordo com a tabela 9.

As amostras foram preparadas misturando-se de 19 a 1®qP1 da a-
mostra, dependendo da fragio, com i@QPI de um tampido composto de
iml de Trig-HCL $£2,%mM pH 8.5, @,2m1 de SDS 19X, 2,5m]l de sgacarose
40%, 6,2ml de agua destilada, @,iml de azul de bromofenol 0,1i% e
2.2 ml de Z-mercaptocetanol. A mistura foi em seguida fervida em ba-
nho maria por 3 minutos. Para o desenvolvimento da eletroforese, 2¢
a 1@Qpl da amostra foram colocadas no gel. A eletroforese foi de-
senvolvida aplicando-se uma corrente de 2%5mA par 49 minutos até que
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Tabela 35: Culpusiﬁo do gel e dos tampbes de corrida da eletroforese em gel de poliacrilamida.

Su}ugﬁks estogque Gel de Gel de Taapio do
Expilhamento (2,51} Resolugdo (12,5%) Reservatario

Acrilamida-hisacrilamida 2,3 i2,3 --
{303 o 9,83/168 ul respect)

Tanpio de empilhamento 5,8 - -
(9,58 Tris-Hel pH 4.8}

Tampio de resolugdo -~ 3,75 --
(3.4 Tris-HC! ¢H B.B)

Tampio de reservatorio - - 169
(0.25% Tris;1.92M glicina,iX 505 pH 8.3)

5D5 18X 8.d 8,3 -
Persuifato de amonip {,5% 1,9 £,5 --
figua 11,3 14,95 990
TENED 9,815 9,015 -
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a amostra entrasse no gel de resolucido. Em seguida a corrente foi
aumentada para 49mA atd aque a frente da corrida atingisse o final
do gel. Apds a corrida o gel foi corado por & horas com uma soluglo
contendo 1,23 de coomassie blue R250, S500ml de agua, S¢eml de meta-
nel ¢ 202ml de dcido acetico. O gel foi em seguida descorado com u-
ma solugao contendo 390ml de metanol, 7¢ml de acido acético e &630ml
de dgua destilada. Padries de proteinas com pesos moleculares co-
nhecidos foram separados da mesma forma no gel para se estimar os
pesos moleculares das proteinas das amostras.

As proteinas das fragoes protecicas foram separadas através de i—
goeletrofocal izagio seaundo a metodologia descrita por Wilson
(1984). O gel foi preparado misturando-se @,2%9 de agarose, com
15ml de dgua. A mistura foi incubada em banho maria fervente ate a
Aissolucgo da agarose. Em seguida, a soluglo foi resfriada  para
55*60°C ¢ foi adicionado 0,2%ml de anfolito pH 3.5-49 ¢ iml de an-
félito pH S5-8. Apds a homogeneizaglo, foram adicionados iml de di-
tiotreitol 0,05M e urdia atéd a concentracio final de de SM. O volu-
me foi ajustado para 25ml e a solugio moldada em placas de vidro
contende nos lados peliculas de gel bond hidrofilica ¢ hidrofdbica
respectivamente. 0 gel foi mantido a J’C durante & noite ate geli-
ficagio completa. Apds a gelificagio, o gel foi retirado do molde,
mantendo~o aderido na pelicula de gel bond hidrofilica.

Para as amostras de zeina, il da fraciio proteica foram coloca-
dos no gel a 7%mm do cdtodo, composto de uma solucio de NaQOH 1M, e
2 15%mm do anodo, composto de uma solugio de dcido acético @,04M. A
isoeletrofocalizacido foi desenvolvida aplicando-se uma diferenca de
potencial de 200V por 15 minutos aumentando~-se, decorrido esse
tempo, para 400V por mais 2% minutos ¢ aumentando-se novamente até
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1.000V por mais uma hora, dande um total de 1{.300Volts/hora. Apds a
focalizagho, as praoteinas no gel foram precipitadas com uma soluclo
de dcido tricloro acético a S% por 4 hora € 3@ minutos. 0 gel foli
corado por 139 minutos com uma solugfo contendo coomassie blue RR2590
a 9,17 em 20ml de metanol, ioml de dcido acético e 7éml de dgua. O
gel foi em seguida descoradeo por 1% wminutos com uma solugBo conten-~
do 2¢0ml de metanocol, ioéml de Acido acético ¢ 70ml de @dgua destila-
da.

Para a iseveletrofocalizaciko de g9lutelinas, foi introduzida uma
modificagho no preparao do gel, utilizando-se sdmente 1,25ml de an-
fdlito de pH 3-40. A fracio de yglutelinas foi precipitada com 5 vo-

o Q
lumes de acetona gelada (¢ ) por 1@ minutos a -2¢ C para a concen-
tracao dessa fragio proteica. Apos centrifugagho € evaporaglo com

N2, as proteinas foram resolubilizadas em 2@p1 de NaOH @.,1i%, que

foram utilizados na isceletrofocalizacio
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO:

q4.1-8elegcdo de mutantes resistentes a aminoetilcisteina

O primgiro passo para a obtencio de mutantes bioguimicos através
de selegio em cultura de tecidos ¢ a obtenchiio de calos emnbriogéni-
cos friaveis com alta capacidade de regenceragio de plantas, € que
possam manter esasas caracteristicas por longo periodo em cultura.

Baseando-se nessas caracteristicas fundamentais, utilizamnos nes-—
se trabalho calos embriogénicos fridveis obltidos de embrifes imatu-
ros da 1linhagem Cat 109-1 do Banco de Germoplasma do Laboratério de
Genética & EvolugRo do Instituto de Biologia da UNICAMP, estabele-
eidos por Prinolt (4987). Esses calos no infcin do trabalho 38 bi-
nham 6 meses de subculturas.,

Inicialmente, antes de iniciarmos a indugio de mutagfo dos calos
e selecan em meio seletivo, procuroun-se determinar gual a  concen-
tragio de aminoetilcisteina que causaria ao redor de 80X de inibi-
¢80 do crescimento. Para isso, embrives imaturos da  linhagem Cat
100-1, coletados aos 20 dias apds a palinizacio, foram colocados
Para germinar em meio contendo um gradiente de concentracio de ami-
noetilcisteina. Apds 7 dias nesse meio, o crescimento do sistema
radicular foi avallado. Como pode ser visto na figura &6, 0 cresci-
mento do sistema radicular dasg plantulas € fortemente inibido com
haixas concentragnes de aminoetilcisteina. Com hase no desenvolvi~
mento radicular, determinamos que a concentracdo de 0,312%mM de ami-
noetilcisteina ¢ suficicnte para causar em torno de 808% de inibicio
no crescimento das raizes. Baseando-se nesse resultado, tres con-
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Figura-6:

g, b B, 12 Y, 18 B, 24 d,
AEC ( mM)

Inibigdo do crecimento da radicula de embrides inoculados
em meioc M09-2 sem hormbfnio, contendo vdrias concentracgdes
de aminoetilcisteina.
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centragdes de aminogtilcisteina, 0,07nM, @,13mM & @,27mM foram es-—
colhidas para darmos infcio ao processo de selegio.

Calos embriogénicos fridveis foram repicados em pequenos pedagos
no meio basico de manuten¢io MO9-2 & entfo tratados com o =agente
mutagénico azida sddica (NaN3), segundo Hibberd e Green (1982). Por
uma semana os calos ficaram sob agio do avente mutagénico. Durante
ess8€ Periodo verificou-se que a concentraciio de 1imM de NaN3  foi
muito drastica, levando & necrose e morte de quase & totalidade dos
calos. Na concentracio de @,imM de NaN3, o efelito do agente mutagé-
nico, foi sensivelmente menos drastico, observando—-se uma sobrevi-
vencia de 80X dos calos. 0s calos nHo mutagenizados cresceram nor-
malmente.

Apos 7 dins nessas condi¢les, os calos foram transferidos para
ﬁeio de cultura contendo ©,07, 9,13 ¢ @,27mM de amincetilcisteina
por 15 dias. Durante a primeira subcultura no meio seletivo, obser—
vamos que os calos apresentaram um ligeiro branqueamento & cresci-
mento reduzido. No segundo repique, esse processo acentupu-se, de
forma que as regides mais claras se tornaram necrosadas. Porem, al-
guns setores de aparéncia normal comecaram a surgir. Durante a se-
gunda subcultura, os calos que haviam sido tratados com imM  de
NaN3, independentemente da concentracio de aminoetilcisteina morvre-
ram. Durante as subculturas subsequentes, as reglbes necrdticas
(figura 7) tenderam a se reduzir enguanto que o crescimento do res-
tante do calo estava se normalisando. Observou-se também que duran-—
te as quatro primeiras subculturas os calos se desenvolveram bem
melhor nas concentragoes de €,07 ¢ 0,1i3mM de aminoetilcisteina. A
partivr da quinta subcultura os calos foram transferidos para meio
seletiveo contendo @,2%mM de aminoetilcisteina(figura #), aumentan-—
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Figura-7: Calos fridvels mantidos em meio M09-2 contendo 0,25mM de
aminoetilcisteina por 3 subcultura. As setas mostram o a-
parecimento de setores de calos sadios na superficie e
setores escurecidos ou necrosados na base da cultura.
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Figura-8: (Calos embriogénicos sob selecdo em meio de

tendo 0,25mM de aminoetilcisteina.
los necrosados

cultura con-

A placa apresenta ca-
e calos com setores resistentes.
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do-se dessa forma a pressao de selecio. Depois da sexta subcultura
Julgamos que 0 cales gue apresentaram crescimento normal em @,25mM
de aminoetilcisteina poderiam ser resistentes, ou poderia cstar a-
contecendo algum tipo de escape. A mangira de se comprovar qual das
duas hipdteses era a verdadeira seria regenerarmos plantas € veri-
ficarmos a resisténcia das progénies. Outra indicagRo da resistén-
cia poderia atnda ser obtida através das andlise de aminodcidos 1i-
vires da semente.

Para a regeneraciio de plantas, varios calos foram transferidos
para meio de regeneragio contendo ©,2mM de aminvetilcisteina. Nesse
meit, a grande maioria das plantulas apresentaram crescimento radi-
cular reduzido, raizes grossas € finalmente vieram a morrer. Um mi-
mero pequeno de plantas apresentou crescimento aparentemente nor-
mal. Essas plantas foram consideradas como possiveis mutantes re-
sistentes a aminoetilcigteina. No entanto, nessa altura do proces—
80, podemos concluir gque o processo de sele¢glo de calos resistentes
a aminovetilcisteina nio estava sendo totalmente eficaz, pois alguns
setores estavam originando plantulas sensiveis.

As plantas regeneradas gque apresentaram crescimento normal, fo-
ram transferidas para o campo & cultivadas até =a maturagfea. As
plantas que atingiram a maturidade fisioldgica, com producio de pd-
len e espigas foram autofecundadas e/oun seu pédlen ou sua espiga  u-
tilizadas em cruzamentos com a linhagem Cat i00-i.

No inicio desse trabalho, procurou-se determinar, utilizando-se
R germinacio de embridtes em meio contendo um gradiente de aminoe-
tilcisteina, qual a concentracio que causaria aproximadamente 80%
de inibigdo do crescimento. Essa concentragio foi determinada como
sendo 9,125%mM de aminovetilcisteina. Entretanto desde as primeiras
52
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subculturas em meio seletivo, verificou-se gue boa parte dos calos
apresentavam bom crescimento em concentracoe de atd 6,25mM. Além
disso, & maioria das plantiulas em meio de reeeneragio, obtidas a
partir de calos selecionados em meio contendo ©,25mwM de aminoetil-—
cisteina, mostraram ser sensiveis. Esses resultados sugeriram que a
sensibilidade a aminoetilcisteina dos calos poderia ser diferente
daquela das pléntulas obtidas em embrifo imaturo. Para testar essa
hipditese, calos sem selecio, mantidos em estoque, foram inoculados
em meio de cultura com o mesmo gradiente de aminoetilcisteina ut -
lizados para embrites. Apds 30 dias nesse gradiente os calos  foram
avaliados guanto ao crescimento (Figura 9A). Observou-se que 08 ca-
los apresentaram aparé&ncia normal porém com crescimento reduzido em
concentragoes de até @,27mM de aminoetilcisteina (figura 9B). aAtra-
Qés desse experimento verificou-se que para a inibi¢io do cresci-—
mento de calos seriam necessdrias concentractes de até 0,%3mM de a-
minoetilcisteina. Além disso os calos nEo apresentavam crescimento
homogéner. Na concentragcio de 0,53mM de aminoetilcisteina por exMem-
plo alguns calos apresentaram crescinento semelhante ao controle.

Esses resultados se repetiram quando comparamos calos nSo sele-
cionados com calos selecionados em 9,2%mM de aminoetilcisteina por
14 subcuilturas. Como pode ser visto pela figura 1@, de modo geral
0% calos selecionados em meio contendo aminoetilcisteina, apresen-
taram maior crescimento que os calos nio selecionados. Como era eg-
perado, baseado no experimento anterior, alguns calos n8o selecio-
nados apresentaram setores que se desenvolveram bem em concentra—
¢oes altas de aminoetilcisteina.

A resposta diferencial ao agente seletivo que ocorre entre plin-
tulas e calos pode ser devido a dois fatores? primeiro sabe-se que
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Fiqura-9;

Calos embriogénicos fridvels desenvolvidos em meio M09-2
contendo um gradiente de aminoetilcistefna. (A) Calos em
diferentes concentrac¢des de aminoetilcistefina apés 30
dias do 1ndculo. (B) calos em 0 e 0,27mM de aminoetilcis-
tefna resgpectivamente, apds 30 dias do indculo.
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Figura-10:

Crescimento de calos ndo selecionados (esquerda) e sele-
cionados (direita) por quatorze subculturas em meio con-
tendo aminoetilcisteina, submetidos a um gradiente de 0
a lmM de aminoetilcisteina. (A) Crescimento de calos ndo
selecionados (esquerda) e selecionados (direita) em gra-
diente contendo entre 0 e 1lmM de aminoetilcisteina. (B)
Detalhe de crescimento de calos ndo selecionados (es—
querda) e seleclonados (direita) em meio contendo 0,07mM
de aminoetilcisteina. (C) Detalhe de crescimento de ca-
los ndo selecionados (esquerda) e selecionados (direita)
em meio contendo 0,53mM de aminoetilcisteina.
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o efeito da sensibilidade & aminoetilcisteina é observado princi-
palmente pela inibicio do crescimento radicular (Miflin et al.,
1982). Isso ¢ verdadeiro tanto para a sensibilidade & aminoetilecis—
teina como também para lisina mais treonina, (Hibberd & Green,
1982). Segundo, as celulas dos calos em cultura podem apresentar um
efeito de gradiente fazendo com que as celulas recebam quantidades
desiguais do agente seletivo. (Shatner e Anderson, 1985).

Isso pode ter ocorrido em nossos experimentos, com a formagio de
um gradiente entre as celulas de foraa que ag células da parte su-
perior dos calos tenham recebido menor quantidade de aminoetilcis—
teina. Portanto, repiques sucessivos dos calos em meio seletivo po-
dem efetivamente minimizar o mimero de cdlulas sensiveis a  aminoe-—
tilcisteina. Resultados semelhantes foram encontrados para a sele-
;50 de plantas de milho resistentes a herbicidas (Shatner € aAnder-
son, 198%). Tambeém em trabalhos utilizando~se cultura de células em
suspengio ou protoplasto nBo se consegue obter 100X de plantas re-
sistentes aos agente seletivos. Grandbastien et al. (198%) traba-
lhando com cultura de protoplastos de Nicotiana tabacum submet idas
a sele¢lo para resisténcia a valina, determinaram que ac redor de
25% de plantas regeneradas eram sensiveis. & possivel que no siste—
na de selegio a partir de calos esta taxa possa ser bem maior, uma
vez que a eficacia da selegdo € menor que em cultura de células e
protoplastos.

Esses resultados sugerem também que para se ter certeza  ouw  nAo
da resisténcia de uma planta a aminoetilcisteina ou a outro agente
seletivo qualquer, as progénies das plantas regeneradas devem ser
testadas em meio seletivo. Isgo possibilitard a observagio direta
do efeito da aminoetilocisteina no crescimento radicular. Este pro-
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cedimento tem sido utilizado em varios trabalhos de selegio de mu-~
tantes, {(Bright et al., 1979:; Bourgin et al., 1980637 Negrutiu et
al., 19847 Schaeffer ¢ Sharpve, 1981; Hibberd € Green, 1982; Cat-
toir-Reynaerts et al., 1983; Grandbastien et al., 198%: Jacobsen,
1986y Boyes € Vasil, 1987)> uma vez gue avaliacoes em calos podem
selr precipitadas.

0 processo de sele¢Ro dos calos continuon em meic de cultura
contendo de @,25mM atd imM de aminoetilcisteina. Em apenas uma sub-
cultura em imM de aminoetilcisteina os calos ficaram totaimente ne-
crosados morrendo em seguida. Para a concentracio de 0,5%mM de ami-
noetilcisteina, aproximadamente 20% dos calog sobreviveram, porenm
apresentando crescimento reduzido.

O processo de selecio continuou até a 23%subcultura , em meio
contendo @,25mM & @,5mM de aminoetilcisteina, quando diferentes ca-~
los foram individualizados em linhagens ¢ repicados por 3 subcultu-
ras de 3 dias.

O objetivo desse procedimento foi de selecionar linhagens de ca~
las que pudessen apresentar diferengas na resposta a sensibilidade
a aminoetilcisteina. Foram selecionadas 39 linhagens, dentre as
quais o nivel de resisténcia variouw de 0,25mM a 9,5mM de aminoetil-
cisteina. Calos de cada linhagem toram analisados qualitativamente
por cromatografia em camada delgada, para o pool de aminodcidos 1i-
vires, Como pode ser visto pela figura 11, de uma forma geral todas
as linhagens apresentam um padrio praticamente semelhante das ban-
das com minimas var iagles apreciaveis.

Calos dessas linhagens foram colocados em meio de regeneragio
(figura 12), ndo sendo observadas variagbes para a regeneracio de
plantas entre elas. Entretanto de uma forma geral, notou-se que os
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Figura-1l1l:

(A) e (B) cromatografia de aminodcidos em camada delgada
de extratos de 35 linhagens de calos resistentes a ami-
noetilcistefna. A, B, C, D e E 830 respectivamente,

treonina, aminoetilcistefna, lisina e Cat 100-1 origi-
nal.
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Figura-12: Calo da linhagem Cat 100-1, submetido 3 selecdo em ami-
noetilcistefna, em meio para regeneracdo de plantas. Ob-
serva-se um grande numero de pldntulas sendo regenera-
das.
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calos selecionados diminuiram a frequéncia de regeneracio de plan-
tas em relac8o aos calos nio selecionados. Contudo, essa diminuicio
na frequéncia de regeneracio nfio deve afetar a obtencio de plantas,
Pois muitas plantas podem ser obtidas aumentando-se o nmimero de
calos em wmeio de regeneragio.

As observagies e analises dos calos submetidos A selegio  foram
feitas até a 40?subcultura. Essas linhagens resistentes a aminoe-
tilcisteina s8o agora mantidas em estoque pelo Laboratério de Gené-
tica Vegetal do Departamento de Genética e EvolugBo do Instituto de
Biologia da UNICAMP.

A partir de 173 plantas regeneradas, 63 foram levadas no campo,
(figura 13), das quais, 35 atingiram a maturidade. Varias delas fo-
ram autofecundadas e/ou cruzadas com a linhagem Cat 1@0--1,
| Cada planta regenerada que formou panicula, teve suas anteras a-
nalisadas por cromatografia em camada delgada com o objetive de se
verificar alterag¢oes, principalmente para a lisina, no pool de ami-
noacidos livres. Como pode ser visto na figura 14, bandas de dife~
rentes intensidades foram observadas entre as diferentes progénies.
Em alguns casos por exemplo para as progénies AFC-i9Y, AEC-2% e
AEC-26 que na Ffigura 14 correspondem a 0, U & V respectivamente,
todas as bandas de aminodcidos, apresentaram~se reduzidas em rela-
¢80 as outras progénies. Isso pode ser devido ou a uma maior difi-
culdade na solubilizagio do pool de aminodcidos livres o a  menor
concentragio desses aminodcidos na espigueta. A progénie AEC~i8 (na
figura 14 corresponde a N), apresenta uma banda Unica que esta au-
sente em todas as outras progénies analisadas. A progénie AEC-26
(na figura i4 corresponde a V) por sua ver, apresenta um aumento de
intensidade em uma das handas comum a todas as progénies. Com rela-
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Figura-13: Plantas obtidas por embriogénese somdtica transferidas
para o campo. (A) Plantas com 5 dias de campo. (B) Plan-
tas com 30 dias de campo.
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Figura-14: Cromatografia em camada delgada de extratos de anteras
de plantas RO resistentes a aminoetilcistefna. (A) Cor-
responde ao padrao de lisina. (B) e (X) & 1linhagem Cat
100-1 original e de (C) a (V), plantas regeneradas.
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cao especificamente & lisina, o padrio de cromatogratia mostra que
as progénies AEC-5, AEC-6&, AEC-11, aAEC-~B, AFEC-1i4, AEC~-23 e AEC-25
(na figura 14 correspondem respectivamente atB, €, E, I, J, § ¢ W
apresentam maior intensidade de uma banda qQue possue o mesmo R.F.
da lisina. Essa banda nio esta presente na linbhagem Cat 100-~1, nem
nas outras progénies analisadas.

As alteragtes verificadas em cromatografia em camada delgada de
extratos de anteras indicam que existem modificagdes nos padroes
dos aminodcidos entre as plantas regeneradas ' a partir dos calos
submet idos a mutagénese ¢ seleglo.

Para testar a resisténcia a aminoctilcisteina das progénies re-
generadas foi realizado o teste de germinagcio de embrides imaturos
em meio contendo 9,2%mM de aminoetilcisteina. De todas as progénies
testadas, apenas duas (AEC-1 e AEC-%) apresentaram segregaclo para
a resisténcia a 9,25mM de aminoetilcisteina.

Uma das progénies denominada de AEC-1, quando autofecundada a-
Presentouy UMR SEQreygaciao aproximada de 3t1 para plantas resistentes
e sensiveis em 1@ embrifes Ri analisados (figura 1%A). B interes-—
sante notar que as plantulas testadas podem ser agrupadas em tres
classes segregantes perfazendo a proporcio de 1:2%1. Este resultado
sugere a presenca de um dene com dominancia parcial para a resis-—
téncia a aminoetilcisteina.

Isso foi confirmado em progénies retrocruzadas (figura i5B & C)
entretanto uma analise gepdtica mais precisa dessa progénie nio foi
realisada. Para a outra progénie resistente denominada de AEC-5
(figura 14), quando autofecundada também apresentou plantulas Ri
resitstentes a @,2%wHM de aminoetilcisteina. Entretanto a proporgio
entre plantas resistentes e sensiveis Ffoi de 123 (R:%5) sugerindo
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Figura-15:
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0,25 mM AEC

Segregacgdo de plantulas sensfveis e resistentes a ami-
noetilcistefna. (A) Sementes da progénie AEC-1 resisten-—
te a aminoetilcisteina foram obtidas por autofecundacdo
do RO. Embrides maturos foram colocados para germinar em
meio contendo 0,25mM de aminoetilcistefina. A progénie
AEC-1 mostra segregacdo de 1:2:1 para plé8ntulas sensi-
veis e resistentes, i1ndicando que a resisté&ncia é deter-
minada por um gene com domindncia parcial. (B) e (C) a-
presentam embrides maturos obtidos de sementes AEC1-R1 ®
Ccat 100-1 segregando 1l:1 para plé&ntulas resistentes e
pladntulas sensivels, confirmando o resultado de sementes
Rl1. (L160 representa a progénie AEC-1).
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Figura-16: Progénie AEC-5 (na figura representada por L160) apre-
sentando segregacdo para registéncia a aminoetilcistef-
na (AEC). (A) e (B) apresentam embrides de sementes R1 da
planta AEC-5 RO @ germinados por 7 dias em meio de cul-
tura contendo 0,25mM de aminoetilcistefna em placas dis-
tintas. Ambasg apresentam resisténcia possivelmente de-
terminada por um gene recessivo.
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que nesse caso o sistema genético pode ser outro pois aparentemente
a resisténcia nessa progénie estaria sendo determinada por um gene
recessivo. Resultados semelhantes foram encontrados por Bright et
al. (1979, e Jacobsen (1986).

Todas as outras progénies (figura i7) apresentam-se totalmente
sensiveis a 9,25%mwM de aminoetilcisteina, similarmente ao padrioc de

sensibilidade da linhagem Cat 1604 {(figura 18).

5.2-Andlise de aminodcidos livres nas sementes das plantas resis-

Lantes a4 aminoaetilcigteina

Progénies derivadas das plantas AEC-1i e AEC-5 alem de duas pro-
génies sensiveis a 0,2%mM de aminoetilcisteina, Progénies AEC-10 e
AEC-418, Ffoaram analisadas quanto ao teor e composi¢io dos aminopdci-—
dos livres do endosperma. As progénies AEC-10 e AEC-418 foram in-
cluidas na analise como um contrdle negativo. Para a progénie AEC-1
foram utilizadas tres espigas de plantas Ri provenientes de plantas
R® autofecundadas, as guais foram retrocruzadas com a linhagem Cat
i909~1. Como as gsementes Ri mostraram segregacio de 341 (R!5) gquando
analisadas para resisténcia a aminoetilcisteina, sugerindo um gene
dominante, a frequéncia desse gene nas amostras deve ser de 25%.
Para & progénie AEC-S foram analisadas & espigas de plantas Ri  au-
tofecundadas provenientes de plantas R® também auteofecundadas. Como
as sementes R1 mostraram segregagio aprodimada de 334 (85:R)  para
sensibilidade € resisténcia, sugerindo um gene recessivo, =a fre—
quéncia desse gene deve ser de S50%.

Como pode ser visto pela tabela 6, o teor total de aminoacidos

-468.



Figura-17:

(A) e (B) apresentam embrides sensiveis a 0,25mM de ami-
noetilcisteina. 08 embrides foram obtidos de sementes R1
provenlientes do cruzamento de duas plantas regeneradas
(AEC-18 e AEC-25) a partir de calos resistentes & ami-
noetilcisteina e cruzadas com a linhagem Cat 100-1 (na
figura representada por L160).
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Figura-18:

Embrides da linhagem Cat 100-1 (na figura representada
por L160) germinados por 7 dias em meio de cultura con-
tendo 0,25mM de aminoetilcisteina. Como pode ser visto,
todos os embrides apresentam-se sensiveis A& aminoetil-
cisteina.
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TABELA 6=

. s . A . i,
Aminoacidos Tivres de ondospermas  das  progenies AEC-1
g ANC-48, guantificados em  um HPLE, sensiveis =a  @,285mM ¢
aminoetilocisteina.

Progenies (ﬂmnl/g endosperma + sd e % do totald

Amino&cidos Cat §10&-4x AL C-18% AEC~10%

AGP
GLU
SER
GLY+ASN
THR
ALA
PRO
HI&

ARG

TYR+VAL AMET

TLESLELD

PHE+TRY

LYS

TOTAL

2.36 @,02 F.16 0.93
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#¥ 1 Analises feitas o partir de Farinha de varios endospermas.

.71



Ll 1
.

ap

livres foi de 967 e 93% maior nas prougénies AEC-1¢ e AEC-418 respec—
tivamente em relaco a linhagem Cat 100-1. A elevagio do teor ami-
nodcidos livres totais evidentemente reflete a elevaciio no teor de
cada aminodcido em termos absolutos. Os valores percentuais os
quais refletem as variagoes na composiclo de aminodcidos, apresepn-—
tam também variacoes em relagio a linhagem Cat 1¢6~-1. € interessan-—
te notar a redugdo no teor de prolina nas progénies AFC-1i0 e AEC-19
em relagio a linhagem Cat 106—-1i. ¢ teor de lisina livre entretanto
nfo apresentou diferenga quando comparamos as progénies AEC-190 e
AEC-48 com a linhagem Cat 190--4.

Como as progénies AEC-1 e AEC-5 apresentaram Seyregacao para re-
sisténcia € sensibilidade & aminoetilcisteina, sendo que a fregién-
cias do gene que condiciona essa caracteristica € variavel npas a-
mostras gque foram analisadas, no caso da progénie AEC~i, sementes
individuais de cada espiga € no caso da progénie AFEC~5, amostras
compostas representando cada espiga, foram utilizadas para andali-—
SE.

A tabela 7 apresenta os teores de aminodcidos livres de sementes
individuais de progénies R2 AEC-1 A, B ¢ C obtidas pelos cruzamen-
tos da progénie R{ AEC-1 com a linhagem Cat 100-1. O teor de ami-
nodcidos livres totais variou de 2,58 a 4,5%Fmol/g na progénie A,
de 6,52 a 12,2§Pm01f9 na progenie B e 2,82 ) 46,14umol/yg na progénie
€. Como pode ser visto, enguanto que nas progénies A e € os valores
das sementes individuais 3o bastante uniformes € em média menores
que agqueles observados para a linhagem Cat 1064, para a progénie
B, os valores foram mais variaveis & bem superiores gque aquelas da
linhagem Cat 100-4.

Tendo em vista que o pool de aminoacides livrkes totais também

w2



Tabela 7°¢ Cnlpusig?\u dos aminoacidos livres ea endospermas individuais de 3 progénies do cruzamento AEC-i X Cat 108
quantificada em ym HPLC.
{parte { de o)

Aminodcidos =00 0———-—m————mmmmoeee- e S — - e -

GH AZ A3 L AS Ab

ASP 8.51 16,94 .22 7.13 .23 8.9 8.03 12.45 8.37 4.18 8.18  4.54
bLY 0.27 B4y 9.34 11.33 8.25 9.49 8.35 §.63 0.4 9.07 8.36 7.9
SER 8.6 1.89 8.9 .00 0.47 2.1 8.69 2.84 e.1¢ 2,24 0.1 2.56
GLY+ASN 9.B4 D4.49 9.98 38.00 8.89 34,50 f.41 24.44 1.9 22.57 1.¢6 27.i8
THR 0.6 9.94 9.85 1.67 .45 1.94 8.8 1.83 0.i6 2.24 0.88 2.85
ALA e.2%7 9.2 2.43 14,33 8.29 11.24 8.72 16.54 8.87 19.25 e.8v 72.82
FRO 8.4t 17.18 8.31 18.33 6.29 11.24 0.84 19.27 $.62 13.72 $.32 8.28
H15 - - -~ - - -- 9.0 0.23 6.1¢ 2.4 0.7 179
ARG 8.03 0.74 9.06 2.99 6.86 2.32 0.8Y 2.4 ¢.14  3.190 .24 5.38
TYR+VALHET 8.44 4,49 8.20  6.67 #.45 5.8 8.45 3.4 .32 7.8 $.23 5.8
ILE+LEU 0.12  3.77 6.i2  4.00 9.69 3.49 ¢.41 2.52 8.9% .99 8.9% 2.3
PHE+TRY 6.1 3.i4 8.97 2.33 0.65 1.74 p.e7 1.40 p.67 1.54 8.08 2.85
LYS .16 5.03 8.4% 4.13 0.14 5.43 0.18 4.13 0.28 4.t9 8.13 3.85
TOTAL .18 3.60 2.58 4,36 4.%¢ 3.%¢

LA



Tabela 7: Composigio dos aminoacidos livres ew

quant ificada es um HPLC.
{parte 2 de 5)

GLY

SER
GLY+ASN
THR

ALA

PRO

HIS
ARG
TYR+VAL+HET
ILE+LEU
PHE+TRY

LYs

TOTAL

8.27

897

i.99

8.07

8.53

8.76

0.2?9

8.49

8.27

6.11

8.09

8.15

3.92

0.49

t.78

27.81

13.52

19.39

¢.69

2.8

2.29

3.83

.19

93

L4

3.72

i7.57

3.18

18.58

4.73

4.73

7.43

5.40

3.38

7.0

endospermas individuais de 3 progénies do cruzamento AEC-1 X Cat 16

8.45

8.1t

8.94

8.22

.18

$.16

$.43

8.29

3.33

4,36

3.87

3.45

7.02

Ao Afd Af?
6.28 7.8% 9.2t 5.37 8.47 13.3¢
$.35 8.84 8.3t 7.93 .34 8.7¢
8.3  3.29 ¢.12 3.e7 ¢.i6 2.8
t.e6 26,83 t.16 29.47 8.98 27.74
8.9 2.4 8.12 3.7 9.9 2.5F
.71 17.97 8.79 20.20 8.55 10.5E
8.39  9.87 8.27 4.99 8.47 13.31
#.15 3.B9 e.19  4.86 0.%7 (.98
2.42  3.04 é.16 499 a.i1 3.42
8.18  4.94 ?.44  13.58 & 3.4
0.18  4.94 8.13 3,32 0.8 2,52
9.24  4.97 e.3¢ J7.47 0.{7 4.94
3.95 3.91 3.53

I



Tabela 7: Composigo dos aminodcidos livres em endospermas individuais de 3 progénies do cruzamento AEL-1 X Cat 109

quant ificada em um HPLC.
(parte 3 de 5)

Endospermas AEC-1B (}mn]/g e ¥ do total)

dmingacidos = ---mmmmmmeemmemeecoeo
Bi B2

ASP 1.56 15.93 1.09 14.95
GLY 1.1 £1.35 6.7¢ .50
5ER 0.67 0.7 8,13 1.74
BLY+ASN 2.82 129,465 2.9 3012
THR .86  B.44 4.89 1.2¢
ALA 1.28 13.9% 1.9 14.%9
PRO 2.5 21.98 84.94 12.58
HIS 0.09 2.9 —~ -
ARG .32 31.%7 é.18 2.4
TYR+VAL+MET 8.46 479 9.35 A.48
ILE+LEU 0.24 2.45 #.22 2.94
PHE+TRY 8.48 1.B4 8.i7 2.7
LYS #.14 3.40 9.2 3.e8
TOTAL §.78 7.47

B3

i.58

8.58

8.4

1.64

8.17

B4 B3 B4
12.23 i.45 18.52 i.25 1i8.89 .52 7.9
7.9% 8.78 14.55 #.92 13.4 .58 8.8
50 d.68 1.i8 9.14  2.03 .22 1.3
22.10 1.44 2.3 1.97 28.51 1.95 29.9
i.14 8.66 0.B9 e.04 0.87 ¢.18 1.5
13,38 0.72 1B.87 8.94 13.69 1.24 19.8
29.44 1.42 2i.04 8.86 12.44 8.64 9.3
-- $.03 8.0 - -- - -
2.12 8.07 1.4 .07 1.04 .29 4.8
4.73 8.32 4. 8.33 4.77 .31 A7
£.39 6.41  1.43 8.2 L1.74 017 2.7
£.39 0.87 4.33 8.1 1.4 $.12 1.8
2.94 8.17 2.52 .47 2.44 .38 5.8
6.75 6.9 6.52




Tabela 7: Composig3o dos aminodcidos livres ew endospermas individuais de 3 progénies do cruzamento AEC-1 X Cat 1€

quantificada em um HPLC.
(parte 4 de 5}

Aminode idos - - -

N L2
ASP .22 6.94 8.24
BLU 847 5.3 0.5
SER .18  3.45 9.03
BLY+ASN 1.2 38.47 1.92
THR .87 2.21 ¢.09
ALA 8.42 13.25 9.52
PRO 9.3t 9,78 873
HIS - - --
ARG 9.4 4.4 0.49
TYR+VALHHET .45 4.73 0.13
ILE+LEY 9.18  3.15 0.97
PHE+IRY 9.i0 3.5 9.84
LYS 0.7 5.3 9.14
TOTAL 3.47 2,82

1.9

36,17

3.4%

18.44

8.94

3.9

4.6

r3

AR

ra

3

4.%6

€3

1.4

8.0

3i.08

i7.12

15.59

1.80

4,45

2.54

%]
.

Cad
ra

1.84

C4 [ £s
0.2 B8.62 8.49 8,082 #.42 {d.
8.25 6.74 8.26 4.25 8.29 7.
8.1 2.96 9.6 2.42 0.5 ¢,
1.28 34.58 2.12 34.79 1.43 35.
0.68 2.i4 8.12 1.9 6.49 2.
8.62 146,71 8.96 15.M1 e.57 14,
6.30  B.e9 e.72 {1.78 0.44 18,
.16 4.3 0.27 4,42 8.44 3.
8.18  4.85 8.2 470 8.1% 4.,
8.98 2.t6 8.48  2.%4 2.87  f..
9.7 1.89 0.15 2.45 8.06 1.
8.23 6.74 0.37 4.85 0.26 4.
3.71 b.11 3.84

T



Tabela 7t Cosposigdo dos aminndcidos livres en endospermas individuais de 3 progénies do cruzasento AEC-i X Cat 1@e-
quant ificada em um HPLC.
(parte 3 de 5)

Aninpicidos

AEC-1A X
ASP 9.32 + 9.12
6Ly 9.33 + 0.94
SER 9.07 + 0.82
BLY+ASH .96 + 0.16
THR 0.98 + 9.03
ALA .63 + 0.2
PRO 9.45 + 9.28
HIS - -
ARG 0.12 + 0,05
TYR+VAL+HET 0.19 + 0.05
ILE4LEU 8.12 £ 9.93
PHE+TRY 8.18 + .93
LYS 9.22 + 9.64
TOTAL 3.45 + 0.58

AEC-18 X

1,23 4 0.35  14.85
.95 + 0.18 10,24
8.42 + 0.05  1.45
2.86 + 0.38  24.88
0.08 + 0.00  0.97
.45+ 0.29  13.89
i.68 + 183 19.30
0.26 + 9.10 2.4
0.39 + 0.10 4.7
.47 + 9.08 2,05
.14 + 8.94  1.49
9.27 + 0.89  3.7%
8.28 + 2,08

£.35 + ¢,18
8.23 + 0.85
9.89 + 0.04
1.42 ¢ .34
0.89 + 0,984
8.65 + 8.18

0.45 ¢ 0.4

2.47 + .05
0.47 + 8.0
0.10 + 0.04
g.87 + 0.83

6.24 + 6,97

4,06 + 1.9

34.63

13.85

18.97

3.13

4.43

2.44

3.85

6.55 * 0.4
#.43 + 0,24
@.16 + 8.94
1.35 + 8.53
8.08 + 8.8
8.76 ¢ 8.3
8.74 + 0.74
9.8i + 0.93
9.15 + 0.88
9.24 + 8.14
.13 + 0.04
9.18 + 9,84

6.24 + 8.07

3.94

4.87

2.44

2.02

4.87




foram maiores nas progénies AERC-10 ¢ AEC~i8 que a linhagem Cat
190-4, podemos supor que egssa caracteristica nao deve estar ligadm
Zquelas que condicionam a resitencia a aminecetilcisteina. & possi—
vel que o processo de selegao .tenha modificado outros pontos no me-
tabolismo de aminodcidos.

Quanto 4 composicio de aminodcidos das progénies AEC~4, A, B e
C, pode-se verificar alteragdes varidveis no teor de vdrios aminod-
cidos, a exemplo do gue ocorreud para as progénies AEC-190 & AEC-18.
No que se refere ao teor de lisina, podemos verificar que as trés
progénies apresentaram teores, tanto em termos relativos como abéom
lutos, maiores que aquele observado para a linhagem Cat 100-1. No
caso da progénie A foram observados valores de atéd 9,8%2 de lisina
1o pool de aminodcidos livees totais da semente, o que representa
2,6 vezxes mais gue a linhagem Cat 100~1. Se considerarmos que =a
frequéncia do gene que canfere resisténcia a aminoetilcisteina é de
ne maximo 50X nas trés progénies analisadas, podemos esperar que em
progénies homozigotas o acumulo de lisina deve ser mais elevado.

Jacobsen (1984) selecionou plantas de batata resistentes & ami-
noetilcisteina que apresentaram um aumento de 3 a 4 vezes no  pool
de aminoacidos livres totais, mas que nio se refletiu no aumento do
conteddo relativo da lisina.

A progénie AEC-5 (Tabela 8) apresentou teores de aminodcidos 1i-
vireds totais bastante altos variando de 3,95 ateé 24,1ﬂpmol!g este
iilt imo representando 4,8 vezes mais que agquele observado para a 1i-
nhagem Cat 100-1.

A composicao de aminodcidos livres de cada progénie analisada,

- .

apresentou as variagies caracteristicas das progénies sensiveis ou
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Tabela B: Aminoacidos livres de endocpermas individuais de progénies AECS(RY) autofecundadas, quantificados em um HPLC,

segregando para resistencis 2 arinoetilcisteina.

SER

BLY+ASN

THR

Ala

PRO

RIS

ARG

TYR+VAL +KET
ILE+LEY
PHE+TRY

LYS

TOTAL

AECH-1 AELS-2
2.84 14,68  9.28 7.23
.02 18,13 8.3 9.84
#.82 5.99 8.08 2.&7
1.82 13.89  @.8B3 2{.9s
8.36 2.59  0.97 1{.84
3.00 25.18  9.47 12.44
0.77 5.54  8.74 19.44

- - 985 1.9
9.89 4.65 @.86 1.35
t.08 7.4 825 6.44
6.48 3.74  8.73 5.9
8.30 2.15  0.27 6.98
.22 (.58  #.14 3.62
13.% 8.63 3.87 0.23

¥ :;uol/g endospersa + sd e ¥ do total.

0.64 18.44

9.48 7.83

¢.1]

i.93

8.87

8.32

9.34

i

31

[y )
"

79

.48

.14

.94

16

48

9.32

2,53

7.84

3.35

.9

7.04

7T

8.23 4.89
9.38 7.42
8.15 2.93
£.75 34.18
841 2.15
8.89 17.38

#.4% 7.81

8.1 2.15
6.4¢ 7.8
6.25 4.88
e.180 1.95

§.33 46.44

2.59 18.73

3,68 14,91

1.58

2.37

#.61

6.54

9.82

2,53

8.56 35.44

i.36

4.07

1.7e

8.84

8.23

8.33

3.63

7.87

3.4

1.37

1.7

8.99 £ 0.94
£.27 ¢ 1.30
8.47 + 9.56

1.61 + 9.54

8.97 t 0.82
8.72 + 8.59
¢.40 + 8,22
6,23 + 8,10

9.28 + 0.07

5.13
17.45
2.4

27.3

0.5%

7.89

4.38

2.32



resistentes A aminoetilcisteina. A caracteristica mais marcante foi
a reduciio bastante acentuada no teor de prolina. No que se refere a
lisina, algumas progénies AEC-5 apresentaram valores bem superiores
aqueles observados para a linhagem Cat 100-4i. Em alguns casos, como
na progenie AEC~5-4, o valor relativeo foi de 2,4 veres superior A
linhagem Cat iéo¢-1.

Esses resultados sio atéd certo ponto intrigantes pois esperdava-
mos algum acdmulo no teor de lisina livre simente em progénies re-
sistentes gue apresentassem um gene dominante para essa caracter is-
tica, uma ver gque plantas resistentes determinadas por genes reces—
sivos como aquela encontrada em cevada por Bright et al. (1979a3,
ndo apresentou alteraciio na enzima envolvida na biossintese de 16~
sina, mas sim uma menor eficiéncia na absor¢io de aminoetilcistes—
na.

As progénies AEC—1, de maneira geral apresentaram maior quanti-
dade de lisina livre na semente. Entretanto n3o temos certeza se
fsso € devido a uma alteracBo na enzima dihidrodipicolinato sintase
(figura 1) tornando-se menps sensivel a lisina como o gue aconteceu
com mutantes acuminladores de lisina em microorganismos (Sano e
Shiio, 1970) ¢ certas plantas (Howes e Vasil, 1987). Uma andalise da
sensibilidade da dihidrodipicolinate sintase poderd resolver isgo,
Por outro lado, o acumule de lisina nos mutantes pode nio oacorrer
devido a presenga no endosperma de milho de alta atividade da enzi-—
ma lisina~ cetoglutarato~ redutase (Figura 1) (Arruda et al., 1982;

Arruda e Silva, 1983r aAarruda et al., 1984
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4_.3-0utros mutantes cbtidos no processo de gelegdo de plantas re-

sistentes a aminoetilcisteina

Dentre as plantas regeneradas neste trabalho que foram levadas
ao campo, outras mutagcdes foram observadas.

Essas mutagoes incluem alteractes na morfologia da planta, na
produgio de pélen € na biossintese de pigmentos fotossintéticos. Em
alguns casos as plantas nio produziram inflorescéncias, em outros
as plantas apresentaram esterilidade masculina (figura 1i9%) sendo
que algumas plantas produziram polen mas estes mostraram-se invia-
veis (figura 20),

A grande maioria das progénies apresentaram aspecto normal  com
relaglo as caracteristicas da planta ¢ das sementes. A progénie
AEC~8 apresentou segregacao 314 para um mutante luteos (figura 24).
Esse mutante é condicionado por um gene recessivo apresentando  au~
séncia de clorofila nas folhas. A progénie AEC-17 apresentou segre-

gRGAa0 para cor da semente (figura—-22).

4_4-Tranaferéncia do gene Ltr*1l% para as linhagens Cat 100-! e Tux

100-1

O gene dominante Ltv*i9 foi obtido através de induglRo de mutagSo
de calos de milho e sele¢do em meio de cultura contendo 2mM de 1i-
sina mais 2mM de treonina (Hibberd € Green, 1982). Esse mutante
fai tranferido para a linhagem A41Y, ¢ sementes dessa linhagem se-
gregando para o gene Ltr#i9 nos foram cedidas pelos autores.

As sementes recebidas foram plantadas e apenas 4 plantas chega-
ram a maturidade apresentando produgfo de polen. Para a identifica-
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Figura-19: Paniculas de plantas regeneradas apés selecd3o em aminoe-
tilcisteina, uma delas normal e outra macho estéril.

B2



Figura-20: Grdos de pdélen anormails (A) de plantas RO resistentes a
aminoetilcisteina e grdos normais (B) da linhagem origi-
nal.



Figura-21:

)

Plantas da progé&nle AEC-8 seqgregando para o mutante Lu-
teos. (A) Plidntulas de=sta progé&nie crescendo em potes
com vermiculita, apresentando sSegregacdo para presenca e
auséncia de clorofila. (B) Detalhes de 8 pléntulas, sen-
do 4 com ausé&ncia de clorofila e 4 com clorofila.
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Figura-22: Espiga Rl da progénie AEC-17 que apresenta segregacdo
para cor de semente. As setas indicam grdos de cor mais
clara enltre grdos de cor mais escura (normal) da linha-
gem Cat 100-1.
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¢Ho da presenga do gene Ltr#i9 nessas 4 plantas, utilizamos a ana-—
lise do acdmulo de treonina nas anteras por cromatografia em camada
delgada (Diedrich, 1984). As 4 plantas analisadas apresentaram ban-
das de treonina muito mais intensas que aguela observada para a li-
nhagem Cat 100—4 utilizada como controle. Pordm nio Ffoi possivel
determinar se plantas eram homozigotas ou hetercozigotas para o gene
pois aparentemente as bandas apresentavam padroes muito parecidos.
O polen das quatro plantas foi utilizado para cruzamentos com as
linhagens Cat 4100¢~4 normal e homozigotas para ©0% QENEs opaque—,
brittle~-1i e shrunken-2 e Tux 100~1 naormal e homozigota para o gene
opaque~d. Isso foi feito para transferirnos o gene Ltr*i? e sele-
cionarmos mutantes simples & duplos mantendo o gene neo  background
genético de linhagens adaptados as nossas condigoes de clima. Um
bom numero de progénies foi obtideos desses cruzamentos.

Para a determinagio do genotipo das plantas Fi obtidas, assim
como para determinar o gendtipo das 4 plantas que continham o gene
Ltr#i9, sementes Fi, com 2¢ dias apds a polinizacRo, provindas de
cryzamentos com as 4 plantas A&LY, foram annlisadas através de ger-
minacio de embrites imaturos em meio seletivo contendo 2mM de lisi-
na mais treonina (figura 23). Plidntulas sensiveis ¢ resistentes fo-
ram observadas nesse experimento. As plantulas sensiveis apresentam
o gsculeto escurecido € a raiz pouco desenvolvida € espessa. Essas
caracteristicas também foram observadas em embrites de Hordeum vul-
gare sensiveis a inibi¢Ro do crescimento pela lisina mais treonina
(Bright et &., 1978b). Como pode ser visto pela tabela 9, os resul-
tados de segregagio confirmaram aqueles obtidos por cromatografia,
Indicando a presencga do gene Ltr%l? nas 4 plantas A46L1Y. O teste de
germinacio em meio seletivo também permitiu determinar gque as plan-

-84,



Figura—-23:

Germinacdo de embrides em melo seletivo com lisina mais
treonina (2mM). (A) Embrides em placa com meio seletivo,
uma delas contendo embrides da linhagem Tux 100-1 (na
figura representada por L1038) e outra contendo embrides
Fl1 obtidos pelo cruzamento da linhagem Tux 100-1 com
A619 (na figura representada por Ltrx19). (B) Embrides
da linhagem Cat 100-1 (na figura representada por L160)
e enbrides Fl segregado para a sensibilidade e resistén-
cia a lisina mais treonina.
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TABELA 9¢ Segregagic para o gene LTr¥i# ew progénies Fi utilszanan germinagao de  emdribes pa
pei0 M89-2 cos adigdo dr Disina ¢ treonina (ZmM).

Parte hérea

Progénie BATA

pAF PO ";—_“
Cat 108-1 3B LA LN
Fi (Cat 188-1/K41%) LIPS .9
Fi (Lat 199-1/h819) NI £ 751 LT
Fi tlat 100-1/A015) 37 et - 4B E
Fi (Cat 188-1/A4t9) 3 2041 3.7
Fi (Cat {8@-1,p61%s KRS VR t5.1
F1 (Cat 198-1/A619, of=1/20 30 19/ 14
Fi (Cat tee-1/8619. p2=4/2+ 7% {5 i3, ¢
Fi Cat 1M-1/A619, o2=t/2) 35 194 736
Fi {Cat 18B-1/041%, oi=i/00 36 240 wna
Fi (Cat 108-1/7A6E9.600=1/2 3¢ iy 4.2
Fi (Cat 180-{/A85F.bH1=1/7" 33 D¢ PO |
Fi (Cat 108-1/A419,sh2=1/2) 37 e 7.8
Fi (Tat 188-1/8619,sh2=4/0: 34 2171 38.4

Taxn f#8-1 LU LY {2.3
F1 lux 188-1/061%) 3 1818 ab.3
Fiftux 188-1/A619} KR 131 ..

R
P
£7.% -
<4 Be.4 1o,

7.4 CL T B W
10,7 7.4 %,
12,4 s T
5.9 7ET 23
78,5 BRSO 17,
17.8 2?7,
- TR Y B N
4.2 7% M.
18.2 74,7 23
2.2 1.8 1.
iB.4 B4.B 11,
0.2 474 19,
9.R -

3.0 Bi.B {{.
3.5 48.7 7

Raiz Principal

§
o
7.3 4
17,2 184
28.2 6.8
fi.r 3.0
17,9 A8
130 8.6
1.7 ay
15,4 4,2
i5.8  A.6
3.7 5.4
13.0 5.8
160 4.8
1.9 2.8
15.9 5.9
18,5 7.2
1.5 3.4
19.¢ 0.8

e

K5 = Diferenfa nao sianificative ag aivel de 57

pata o X,

de protabiiidade,
F 2 Diferenga significativa 20 nivel e ST de orovabiiidedc.
sk 3 JotaldT) de ewbriDes sensivers(S) ¢ recistentes(®) 3 1ising ¢ treonina.
OBS!t Para WDE!I’H!!. cu)a amgstra for senor qur 19 andividyos, for aplrcada a

< B8

Maior Raiz Laterat . Embriges
.................. ;_l

R 5 ? T g ) X

TS, T T T (L
b4 sd X sd X sd

- - 2.5 3.9 - - iv 1% L] 1
49,4 277 4B R4 n.6 22.8 it 5 5 i
57,1 i1 58.7 1d.4 52.7 15.9 i1 4 7 [ N:H
41,2 13.% &b AL 3.8 15,4 I B 1.8;
36.2 105 9.3 4.8 WD) 19 15 6.3
43,2 151 15.10 14.7 X B | e 14 4 4.5
9.7 8.7 7.4 6.4 .6 11.2 02 14 B .44
b7 13,4 7.t 2B 2.5 182 28 F 42 8.6z
64.5 14.3 17,9 142 .5 7R e 7 2 1.78
49,4 2.9 15.2 4.4 33.4 1b.F R 8 $.88
0.5 13.5 67 5.8 .7 57 ¥ ki 4 .57
58.5 {I.5 178 i8,7 3.8 7.8 24 14 {a | By
432 T i2.2 8.9 2.5 8. B 2 [} 2.0
e 283 19.4 9.4 37.7 234 2 13 8 1.1%

- - 4.2 1.3 - - a6 28 [} [ ]
49.8 12,2 43.4 330 582 22.8 28 B i2 1.68
7.7 47 .8 57 3.2 260 4 ? 4 1.58
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tas da linhagem A61? apresentavam o gene Ltr¥i? na forma heterozi-
gota (Ltr*i9/1tr*1?), pois na maioria dos cruzamentos verificou-se
searegncio de 144 entre plantas resistentes (Ltrxi?/1tr®i?) € sen-
siveis (Ttr*i?/1tr*i9) a 2mM de lisina mais treonina. Esse resulta-
do & o esperado para heterozigotos, pois nBo se observon progénies
derivadas dos cruzamentos com a linhagem A4L9 onde todas as plantu--
las fossem resistentes a lisina mais treonina. Alédm disso as linha-—
gens utilizadas como controle neste experimento assim como =agquelas
utilizadas no programa de retrocruzamentos foram sensiveis a inibi-
¢80 causada pela lisina mais treonina. Dentre as progénies analisa—
das, duas tiveram desvios de segregagio significativos, quando apa-
lisados pelo teste X2 para a proporgio de $%i. Esses desvios podem
ser devido a fatores ambientais.

| Continuando o programa de retrocruzamento, sementes das progé-
nies segregantes (Fi) foram coletadas ¢ plantadas para a realizagio
do primeiro retrocruzamento. Asg plantas foram c¢ruzadas com as ti-~-
nhagens Cat 192-4 e Tux 190-1 normais ¢ mutantes produzindo—-se se-
mentes com um retrocruzamento (BCi). Essas sementes secas foram
submet idas ao teste de germinagio em meio contendo lisina mais
treonina. Este teste entretanto, nfo possibilitou a andlise das se—
mentes, pois, devido ao uso de sementes secas, ocorreu muita conta—
minagio nas placas, devido a presenga endigena de microorganismos
nas sementes.

Sementes BCi dos cruzamentos realizados com genes mutantes de
endosperma, cOmEgaram a segregar para esses mutantes. Somente  as
sementes mutantes homozigotas foram utilizadas para o plantio se-
guinte, fixando—se assim €558 grupo de¢ genes.

Para a sele¢lo de plantas contendo o gene Ltr*i9 no segundo re-
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trocruzamento (BC2), utilizou-se da técnica de cromatografia em ca-
mada delgada de extratos de anteras. Como a identificagio das plan—
tas BCL ocorreu ante da antese, foi possivel utilizar nos cruzamen-
tos sdmente as plantas identificadas como portadoras do gene
Ltrxi?. A tabela 1¢ mostra os resultados obtidos pela identificagio
por cromatografia em camada delgada de extratos de anteras das
plantas utilizadas para o segundo retrocruzamento. Observa—-se gque
ocorreram desvios de segregacao significativos em todos os mate-
riais analisados. Esses desvios podem ser explicados devido ao fato
das progénies BC1 plantadas para esse periodo de cruramento nio te-
rem sido identificadas previamente, portanto nfp sabiamos o8  seus
gendtipos. Para as progénies opaque~2, que nio apresentaram nenhuma
planta com o gene Ltr%i?, foram feitos retrocruzamentos com as
plantas normais identificadas como portadoras do gene Ltrxi9. Por~-
tanto, no proximo retrocruzamento haveria segregacio novamente para
0 gene opaque-2 g seria possivel selecionar o duplo mutante.

Sementes da progénie BC2 identificadas e retrocruzadas pela se-
gunda vez, foram plantadas para realizacio do terceiro retrocruza-
mento e primeira autofecundagiio do material que apresentoun  ent8o
87.,53% do background das linhagens Cat 1i00-1 ou Tux 10€-i, nas ver-
s0ee normais e mutantes.

A anadlise das plantas no campo, para a identificagho de presenga
do gene Ltr*1i? foi feita por cromatograftia em camada delgada de em-—
tratos de anteras. Apdés a identificagio das plantas, aquelas que a-
presentaram o gene Ltrxi9 foram autofecundadas ¢ seu polen utiliza-
do para fazer o terceiro retrocruzamento com linhagens Cat 100-1i e
Tux 100~1. A tabela 11 mostra os resultados obtideos de cada progé-
nie avaliada. Como pode ser visto, 100% das progénies apresentam

-.?0.



Tabela 10, Seyregagﬁu para o gene LTr®di? em progénies do  primeiro
retrocruzamento, gtilizando-se cromatografia em  camada

delgada de extratos de anteras.

Mitmer o de 2

~ . | " oo
Progenies plantag Genoat ipoy X

Cat
Cat
Cat
Cat
T

Treas:

*
L 21

anpal isadas 1t/1t LT/1¢t (i3

i1ée-1 (BCL/A61LY) 49 46 3 A7 .73
109-1 o202 (BCL/7AHLD) NTd) b %] 06,09
1@9-4 btibti (BOL/7A619) 17 14 3 .
19001 sh2sh2 (BCi/A61%) &Y ic] 1 & 19,84
24 7 ¥, 32

10¢-4 (BCL/AGLY) 31

1004 0202 (BUi/Aad19) 71 790 1 47,06

L.

* W

WA

* 3

Diferenga significativa aop nivel de 0,@1% de probabilidade
Difﬁrenga signiticativa menar que @,004% de probabilidade.

WA
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Tahela 41¢ ﬁﬁgrﬁgagﬁn para o gene Lter¥i9 em progfnies do segundn
retrocruacsamento (BC2Y, utilizando cromatografia em ca-
mada cdelgadn de extratns de anteras.

Namero de G@néfinmm 2
-~ -
Pro G es n lantas e eime eeek orns v veee e sern e Srem o X

anal isadnas Tt/ LTA1¢ (1

8 1.419 NS
13 $.72 NS
7 ?.8%9 NS
& i =33 NS
& A7 NEB
8 1.u0 NS
& ?.00 NS

Cat 109-1<(BC2/N619) 24 1
Cat 10e-1(BL2/A617) 2
Cat 100-4(BCE/AHLY) 8 i
Cat 1991 (BC2/A619) 12
Cat 1201 (BLASAALY) 17 !
Cat 100-1(BCE/AGLY, od=1/d) 24 1
Cat 10901 (BLRAAGLY, ol=t/2) )

Cat 10¢-ibhtibti
Cat 10@-ibtibt i
Cat 19@-ishasha?
Cat 10é—-ishisha
Cat 100-tahilsh
Cat 100-fah2sh?

(BCR2/7AGLT)
(B2 AELF)
(BC2/A619)
(BC2/-06619)
(BC2/ALY)
(BE2/806149)

14

4
it
15
13

¥

Q.09

s TR
[ )

0.82
2.69
%.08
0.8

NG
NG
NS
NG
NG
NS

WGP ND LSO D 0w

RS oNB

Cat 100-fsh2sh2 (BCR/AHLY) b .98 NS
@.98 NS
$.09 NS
i1 Q.89 NG
3 1.33 NS
7 Q.8 NbH
4 .82 NS
5 @.69 NG

Tux 1@@-ihtibti (BC2/N619) )
Ty 100-ihtibti (BLR/04619) 7
Tux 100-ibtibti (BC2/0619) 1.8
Tux 100-ibtibti (BC2/70641%) 3
Tux 19@—-ibhtibtdi (BCR2/N6LY) 16
Tux 100-1(RC2/M&1Y, ol=1/2) it
Tux 1@0-i(RC2/N44LY, od=1/1) 13

L
E A

NG S N
1
H

e
ot

NE ¢ Diferenga nAo significativa ao nivel de %% de probabilidade.
OBS : Para progénies cuja amostra foi menmrzque 19 individuos, foi
aplicada a cmrreq%o de Yates para o X5,
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segregacao dentro do esperado (1 Lirxi®/1trxiy 2 1 1tr*i9/1tr*i?)}
para um gene dominante.

Dando seqiiéncia aos cruzamentos, progénies BCR que foram autofe—
cundadas, foram plantadas para =z realizagiio da segunda autofecunda—
¢Ro. As progénies BLC? antofecundadas foram anal isadas para =a pre-
senga do gene Ltr*i9 por cromatografia em camada delgada de eMtra-—
tos de anteras.

Os resultados obtidos sio apresentados na tabela 12. Como pode
ser visto, a maioria das progénies apresentaram segregacio de 321
para o gene Ltr*i9. Entretanto, algumas progénies apresentaram des-
vios de segregacido altamente significativos. Esses desvios s0 ocor—
reram em progénies que apresentam o gene opaque-2. A primeira vis-—
ta, o0s resultados sugerem a ocorrencia de ligacio entre o gene
Ltr%i% e o gene opague-2.

Para testar essan hipotese, progénies BC3 segregando 1i:i para se-
mentes heterozigotas ¢ homozigotas para 0s genes opague~2 ¢ Ltrxi?,
foram plantadas € anteras destas plantas foram utilizadas para ana-
lisar a segregacio do gene Ltr¥*i9 através de cromatografia em cama-
da delgada. A tabela 13 apresentn os resultados das segregagies en-
contradas para as progénies BC3. Como pode ser visto, tanto as
plantas homozigotas como as plants heterozigotas para o gene opa—
que~2, arresentaram desvios altamente significativos para a segre-
gac%o do gene Ltr*19, Esses resultados confirmam a hipdtese de 1i-
9a¢20 entre o0s genes Ltr#*i9 ¢ opaque-2 (figura 24). |

No plantic seguinte, foram produzidas progénies BC4 as quanis fo-
ram utilizadas para novas analises de segregacio do gene Ltr®i9 a-
través de cromatografia em camada delgada de extratos de coleopti-
le. Como pode ser visto pela tabela 14 tanto as sementes heterosi-
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Tabela 2t Segregagdo para o gene Ltr*19 em progBries com dois retrocruzamentos e uma autofecun-
dagdo (BC2 § @, utilizando-se cromatografia en camada delsada de extratos de anteras,

Cat
Cat
Cat
Cat

Cat

3,04

29.35

46,29

be.16

#.98

NS

Genptipos para  Mimero de fiendtipos para

mitantes de plantas o gene LTr#i9

endosperea analisadas =~ wmeeemoeoreceeeooeo

/it L1/

{ge-i (BC2 © /A6LY) + 37 13 24
100-1 (BC2 © 74619 ++ 43 14 29
100-1 (BC2 B /R6i%) odo? 14 7 'l
148-1 (BL2 @ /n4i9) ofo2 2 14 3
108-1 (BL2 @ /A84%) ool 18 i7 i
188-1 (BC2 ® /A419) n?o? 32 27 5
108-1 (BC2 ® /A61T) btiht{ 33 ? 24
180-1 (BC2 @ /A41%) ++ 22 ] 17

Tux

LR

8.96

NS

Diferenga ndo significativa ao nivel de SY de probabilidade.

t Diferenga significativa menor que 8,001,
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Tabela 13¢ Segregagin para 0 gene Ltr¥i% em progénies do terceiro retrocruzamentop (BC3), utilizando-se cro-
matografia em camada delgada de extratos de anteras.

Niwero de Gendt ipos .
Progénies plantas o o e 2
analisadas  O20JLT1Y 02021t1t  Q202LTit 02021t1t o202LTHt 02021t1t X
Cat 100-1 (BC3/A819) 25 i4 it - == == ~- #.36 NS4
Cat 189-1 (BC3/A419) 34 -- -- 13 P 1 18 24.59 *xdd
Cat f6@-1 (BCI/AKLT) 1 - -- 7 @ 9 3 12.47 %34
Tux 180-1 (BCI/A41) 24 8 i -- - - - 2,67 NS3
Tux 100-1 (BC3/441%) LM - - 18 4 1 i? 24.96 #ugd
Tux 108-1 (BLI/4619) &6 - -- 26 2 : 3 S58.90 wxgy

NS: Diferenga ndp significativa ao nivel de S de probabilidade.
¥ Diferenga significativa ap nivel de @,881% de probabilidade.
##: Diferenpa significativa menor que @,081% de probabilidade.

¢ i Para 1 grau de liberdade,

#8: Para 3 graus de liberdade.
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Figura-24:

Cromatografia em camada delgada de extratos de anteras
obtidas de progénies BC3 segregando 1:1 para sementes
normais e opaque-2. (A) Segregag¢do para o gene Ltr*19 em
sementes heterozigotas para o gene opaque-2. (B) Segre-
gagdo para o gene Ltr*19 em sementes homozigotas para o
gene opaque-2. Tanto em (A) como em (B), Ltr*19 respec-
tivamente observado pelo acumulo ou ndo de treonina
(Tre) nas anteras.
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Tabela i4: Segrega;‘a’o para o gene LEr#4§ em provEnies do quarto retrocruzamento (BL4),
utilizando-se cromatografia em caeada delgada de extratns de coleoptile.

Wimero de Gendt ipns 2
Progénies plantas s X
analisadas  0202L71t  02021t1t  o20l2LTt  o2o2ltit {3

Cat i@0-1 (BC4/A619) L] 47 5 7 42 59.1B ¥
Cat 180-1 (BC4/A4LR) 46 18 5 4 i7 17.42 «
Tux 108-1 (BL4/A419) 48 e 2 d 39 534 o«
Tux 199-1 (BLA,/AELY) 39 g b B 64 B2H «

# i Diferenpa significativa menor que #,801% de probabilidade.
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gotas como as homozigotas para o gene opaque-2 apresentam desvios
altamente significativos para a sedregacio do gene Ltrx*i?. 0s re-
sulfados obtidos de progénies BCY4 confirmaram agueles obtidos nas
geracoes anteriores.

Considerando~se os resultados obtidos em todos os crurzamentos e—
fetuados, Fi, BCi, BC2 1@, BC3 e BC4, podemos observar claramente
que os genes Ltr*i9, shrunken—2 & brittle~4i, apresentam segregagHo
independente. 0 mesmo entretanto nio ocorre entre os genes Ltr*i9 e
opagque—g., :

Para confirmar a hipdtese de ligagio, os resultados de BC3 e BC4
foram agrupados ¢ testados guanto A& homogeneidade das progénies pe-
1o teste de Brandt e Snedecor (19548). Foram comparados os nuimeros
de individuos das gquatro classes genotipicas esperadas nos retro-
eruzamentos. Os resultados confirmaram que 08 genes opagque-2 e
Ltr*1i? ndo segregam independentemente, pois para isso o nuimeroc de
genotipos recombinantes deveria ser igual ao mimero de gendtipos
paternais. Outros efeitos como problemas de germinaglio € viabilida-
de de graos de pdlen poderiam estar envolvidos nesses desvios de
segregacao. Isto entretanto nfo ocorre, pois observou-—se que O SENE
Ltr#i%? e opague-2 segregam nas proporgies esperadas gquando analisa-
dos separadamente (figura 25). Assimn, para ot resultados obtidos,
atribuimos os desvios encontrados & posicio do gene Ltr#i9 no brago
curto do cromessomo 7 a 49,57+1,38 centimorgans do gene opaque-2

{figura 26).

4.5-Teores de aminodcidos livres nas sementes de mutantes simples e
duplos
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Figura-25: Andlise para a segregacdo independente entre o8 genes
Ltr*19 e opaque-2 em progénies BC3 e BC4. O teste de X2
indica que o gene opaque-2 e o0 gene Ltr*19 nido apresen-
tam desvios de sedregacdo quando analisados individual-
mente. A hipdtesge de ligacgdo entretanto, apresenta um X2
altamente significativo. Portanto o gene Ltr*19 e ¢ gene

opaque-2 njo segregam independentemente, estando liga-
dos.
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— Ltr¥*19

17 6 opaque -2

~Ltr®*19

Figura-26: Representacdo esqguemdtica do cromosscomo 7 de milho, a-
presentando as duas posgiveis posigdes do gene Ltr*l19.

.100.



Para analise do teor de aminodcidos livres em endospermas secos,
utilizou-se o meétodo PTC aminodacidos em um aparelho de cromatogra-—
fia de alto desempenho (HPLLC),

Varias progénies foram-anallsadas para o pool total de aminodci-
dos livres & pelo menos uma de cada gendtipo duplo mutante foi ana-
lisada quanto & composi¢io de aminodcidos livres.

As quatro linhagens, Cat 1@0~i, Cat 100-1 02, Cat 1@0-4 bti, Cat
19@-1 shZ foram analisadas gquanto ao teor & composicio de aminpdci-
dos livres a partir de farinha feita de uma mistura de 290 a 50 en-
dospermas de 9 espigas.

Para os genotipos Cat 1i00-1 0202LtLt, CAt 100-1 0202 LtlLt & Cat
129—-% o202 ILtLt, endospermas individuais foram analisados quanto ao
éeor dos aminoacidos livres totais, sendo que uma progénie de cada
foi analisada gquanto a composicio de aminodcidos livres. 0s outros
gendt ipos normais e opagque-2 foram analisados a partir de endosper-
mas individuais apenas para determinacio do pool total de aminodci-
daos livres.

Para os gendtipos envolvendo os mutantes brittle—i e shrunken-2,
a realizacio de andlises de endospermas individuais é praticamente
impossivel, devido hs caracteristicas da semente gque apresenta pou-
to endosperma. Portanto, apenas farinhas compostas {foram utiliza-
das, de progénies segregando para 0 gene Lbr*i9.

A tabela 15 apresenta os tecores de aminodcidos livres totais nos
endospermas das linhagens Cat 1901 contendo os genes opague—2,
shrunken~2, brittle-i & Ltr*i9, nas formas siamples ¢ duplo mutan-—
tes. Como pode ser visto, os genes opaque-2, shrunken-2 € hrit-
tle-1, produzem um aumento de 3,3, 10,0 e 4,8 vezes no contelddo de
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Tabela 4§95¢

Progénies

Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat

Cat

%2
* 3

R LR
109--4x
109~1x%
100-1ix
ioa-1 (
1001 {
1901 «
iee-1 «
i0d-1 «
1901 «
196-1 «
fev-1 «
1001 «
iev-1 ¢

i1ee-1 «

aAnalise
Analise

Teor total de aminoicidos livees de endospermas da linha-
gem contendo o gene Ltr#l® na forma simples & em comhina-
gﬁo com 0% genes opague-a, hrittle-4 & shrunken—-o.

aminoacidos livres

totais

Gendt ipos N
Pmn]fg endoapermatsad

normal %.03 +

Opagque-—a2 16.66 +

hrittle—4 24, 27

1+

shrunken—-2 SO.17

I+

BCR/AKIDID @ #x Q2021 1t 4.33

i+

BL2/A619)2 ¥ 3 ORo21t 1t B.66

BCR2/AG1L9)2 * ¥ o2o2lt it $7.77

+

BCR/AKLF)I2 3 0oL tLt 4.58

I+

BCE/AG619)0 * % OZod.t 1t 6.9

14+

® 8 8 @ @

RBCR2/7A6L9I2 L2 OZ2o2ltLt 8.92

|+

BC2/A61i9)2 B xx oot 1t 34.463 H.id

® =
BC2/A649,L.T=4/2y2 ® ¥*

i+

BC2/n619)2 oottt 31.63 @ .81

I+

btibtiLT1t 36.7 2eb

+

BC2/AHKLY , L1122 @ = shash2l T1t 39.98 4.18

I+

BC2/A649 , Lt=1/4)2 @ = shash2LT1t 4% . 45 < .08

I+

de farinha de varios endospermas.
de endospermas individuais.

A partir
a partir

feita
feita
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aminoacidos livres totais do endosperma. O efeito geneticto e bio-
qQuimico desses genes no metabolismo do endosperma  estda muito bem
caracterizado. 0 gene opaque-2 ¢ um gene regulador, que controla =&
biossintese de alauns polipeptideos de 22Kd de =eina além de outras
enzimas como RNase ¢ lisina cetoglutarato redutasel(lLarking, 1984
Soave etal., 1981 Arruda et al., 1982; Arruda & Silva, 1983; Arru-
da et al., 1984; Soave & Salamune, 1984), enquanto gque 08 genes
shrunken-2 & brittle-i, reduzem drasticamente a atividade da enzima
glicose-é~fosfate pirofosforilase. Fases efeitos causam indmeras
modificagtes no metabolismo de proteinas € carboidratos do endos-
perma. Assim podemos concliuir que o aumento no conteddo de aminoa-
cidos livres totais ¢ uma consequéncia indireta do efeito primario
desses genes.
‘ A introdut®o do gene Ltr*i9 em endospermas normais da linhagem
Cat 100-1 produziu um aumento de 1,5 vezes no conteddo total de a-
minodcidos livres. Esge efeito foi grandemente intensificado, quan-
do o gene Ltr%19% foi combinado com o gene opaque—2a. O duplo mutante
homozigoto produziu um aumento no conteddo total de amingacidos 1i-
vres de 3 vezes em relagio ao endosperma opague—-2 & de 42 vezes em
relagdo ao endosperma normal. Além disso, um cléro efeito de dosa-
gem tanto para o0 gene opaque~2 comg para 0 gene Ltrxi9? foi observa-
do. 0 efeito sinergistico no aumento do conteddo de aminodcidos li-
vres totais foi obgservado também gquando combinamos os genes Ltrxi?d
e brittle~t, tendo sido um aumento de 1,5 vezres no duplo mutante em
relaclo do endosperma brittle. Esse efeito entretanto nio foi  ob-
servado no duplo mutante shrunken-2 e Ltr=iy.

0 gene Ltr#1%? altera a sensibilidade da enzima aspartato quinase
a lisina, tornando muito menos sensivel & retroinibi¢io causada pe-
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1o aminodcido (Hibberd et al., 1980). O efeito sinergistico no au-
mento do conteudo de aminodcidos livees totais, quando combinamos o
gene Ltr*i%? com mutantes de endosperma, principalmente com © gene
opagque—-2, sugere que 0 geng Ltr#i% assim como o gene opague-2 pro-
duz efeltos indiretos redurindo a sintese de proteinas, o gque leva
ao acdmulo de aminodcidos livres, ou que talver o gene Ltr*i9 sim—
plesmente intensifigue o efeito do gene opague-2 no metabolismo de
proteinas.

Para verificar o efeito do gene Ltrxi? na forma simples oo em
duplo mutante sobre o conteudo de cada aminodcido livre do endos-—-
perma, estes foram analisados através de cromatografia tiquida de
alto desempenho. Como pode ser visto pela tabela 16, em geral a
presenca do gene Ltr%*19 diminue o teor de alanina € aumenta leve-
mente o conteudo de serina tanto nos endospermas normais como opa-—
que-<. A treonina por sua vezx foi grandemente aumentada nos endog-—
permas contendo o gene Ltr*i9. No caso das endospermas normais =&
presenca do gene Ltrxi9 em homozigose provocou um aumento no teor
relativo de treonina de 6,3 vezes para endospermas homozigotos do-
minantes para o gene opaque-2 € de 19,8 para endospermas heterozi-
gotos. No duplo mutante opagque-2/1.tr*i? o aumento no teor relativo
de treonina livre foi ao redor de 43 vezes tanto emﬂrelacﬁo av en-
dosperma normal como opaque-~2. Comp o teor total de aminodcidos 1i-
vres dos endospermas fol muito maior naqueles gque apresentam o0 gene
LEr®i?, € claro que issoc refletirda num aumento ainda maior de treo-
nina. Assim por exemplo, o aumento no teor absoluto de treonina foi
de 8,2 vezes no autante simples, 18,2 veres no heterozigoto para o
gene opaque-dd ¢ de 144 vezes no duplo mutante homozigoto para  os
dois genes.
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Tabela 14: Cuiposiﬁo de aminpacidos livres em endospermas da linhagem [at 166-1 com genﬁtipos norwal,
opaque-2, brittle-i, shrunken-2 e em mutantes siwples e duplos envelvendo o gene Lir*i9, quan-
tificada em um HPLC.

{parte 1 de 3)

Cat  198-1x
(0202181t}

Cat  19@-ixw
{02021t 1t)

% ¢ Percentual / matéria seca.

k% ¢ An3lise feitz a partir de
¥a%: Andlise feita a partir de

farinha de varios endospermas.

endospermas individuais.

A,

Cat  109-1xs
(btibtilt1t)

Cat  19f-1s+
(sh2sh2it1t)

ASP 9.36 £ 0.02 7.16 5.63 t .53 33.79 1,91 £ 0,06 7.07 4.80 £ 8.35 9.5
6Ly 8.23 + 8.8 4.57 9.43 1+ 0.83 2.58 B.07 £ .01 .76 3.66 £ 0.16 11.28
SER g.67 + 0,84 1.39 #.18 + 0.81 1.e8 0.13 + 6.1 8.33 9.72 + 9.83 1.43
GLY+AGN 9.94 + 0.8 18.49 3.84 + 8,12 23,05 .10 + 0.04 12,77 .25 6.48
THR 8.66 i.1% 8.19 {.14 0.905 + #.24 0.42 + 8.47 0.84
ALA 8.97 + 8.81 19.48 2.86 + 0.12 12,34 3.06 + 0.47 12.61 7.5t £ 6.37 14.97
" PRO 1.23 £ 4,01 24.45 2.3 + .15 {3.80 11.30 + 8.42 46,56 22,51 ¢ 0.42 44,87
HIS 8.04 8.79 8.12 8.72 e
ARG 8.10 .99 8.28 .68 8.85 6.2 -
TYR+VAL+HET 9.50 9.94 8.7% + 8.05 4.74 J.14 £ 0,42 12.94 2.38 4.74
ILE+LED 0.12 2,18 0.20 + 0.63 1.20 ¢.28 ¢+ 0,82 ¢.87 1.4 £ 0.25 2.8
PHE+TRY 9.46 3.18 8.2 + 6.82 1.56 8.1% + b.78 8.78 .76 ¢+ 8.i0 1.5
LYs 0.19 + 6.8 1.78 8.37 2.22 0.43 + o.82 1.77 .71 + 8.3 1.4
TOTAL 5.83 + 0.74 16.46 £ 279 4.7 & 1,24 30.47 ¢ 2.92
PROTEINA TOTAL®  9.BY + 8.97 £.18 » 8.38 £5.78 # 1.45 i5.46 + .83




Tabela 14 Composigdn de amincacidos livres em endospersas da linhagem Cat 189-1 com genatipos normal, opague
brittle-f, shrunken~2 e em autantes simpies e duplos envolvendo o gene Ltr#i%, quantificada em um HPLC.
(parte 2 de 3)

Cat 100-1(BC2/A619,LT=1)2 @ #xx  fat 108-1{BC2/A619,02=1/2,LT=2)2 @ *x» Cat 100-1(BL2/A819,LT=1)2 Q@

Aminpacidos (0202LTLT) {0202l 1LT) (02021 TLT)

ASP 0.36 + #.17 B.54 f.84 + .36 1.95 7.22 ¢+ 1.2 43.45
GLY 8.45 ¢ 0.3 4.BS 6.46 + #.i5 5.4 4.92 + 1.5 B.96
SER 8.3 + B.8% 472 0.2+ 0.89 379 1.47 + #.35  2.468
GLY+ASK i.f2+ 8.i9 (7.¢7 1.44 £ 936 197.44 5.4 ¢ 1,08 9.36
THR .49 + 0.47 7.4/ 1.9 + 0.53  42.%0 B.64 + 3.87 {5.74
ALA #.90 + e0.2¢ i3.72 $.99 + 8.22 il.7A 4.45 + 0.88  B.14
PRO 1.45 + 9,32 22.26 i.43 + 045 146,92 te.55 + 2.45 49.22
HIS 6.94 & 9.84  9.41 8.12 8.72 8.47 + .97 9.8
ARG f.tf + 0.83  1.48 6.16 + 9.04  1.89 0.7¢ + @.i3 .27
TYR+VAL+HET 9.37 + 8.1f  5.44 8.7+ 423 8.4 g6t + 8,98 475
ILE+LEU 0.3+ 6,08 5.19 e.23+ 9.7 272 1.63 ¢+ 8.87 2.%
PHE+TRY .12+ 9,04 .83 0.42 + 6.3  §.42 0.62 + @8.15 1.13
LY 6.25 + 0.85 3.9 .26+ 0.85 3.M 1.25+ 8.3f  2.28
TOTAL 6.56 + 1.28 B.45 + 2.18 54.89 + 28.50
PROTEINA TOTAL®  12.47 ¢+ 8.97 1.5 ¢+ 1.54 .39+ 1.96

* ¢ Percentual / matéria seca.
¥% ¢ Analise feita a partir de farinha de virios endospermas.
w#u? fAndlise feita a partir de endospermas individuais.
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Tabela 163 Colposi;'a'n de aminpicidos livres em endpepermas da  linhagem Cat £80-1 com genétipns normal, opague
brittle-1, shrunken-2 ¢ em matantes simples e duplos envolvendn o gene Ltr®19, quantificada em um HPLC.

(parte 3 de 3}

Cat 108-1bti(BC2/A619,LT=1/M2 @ #x Cat 180-1sh2(BCA/AGIT,LT=1/4)%% Cat 180-1sh2(BC2/AG19,LT=1/2)2 @

Anincacidos (btibtiltlt) {4 LTIt £ 4 It (1 LTLT = 2 LTIt & 1 JtIt)
ASP 246+ 0. 470 379 ¢ 842 7.44 LB+ 0.24  A.43
GLY i.47 + 0,87 4.00 339+ 8,32 4.85 352+ 0.35 B.Be
GER 0.77 + 0.5 2.10 1,98 ¢+ 835 A.00 2.26+ 8.58 5.4
GLY+ASN 3.d3 ¢+ 8.46  14.25 7.3% & 1.96 14.55 3.79 £ 0.8 14,48
THR 2.25 + 8.43  6.13 1.82 ¢+ .39 3.43 4.6§ + 0,00 11,03
ALA 4.4 ¢ 0.47 14.47 F77 ¢ 822 15.49 6.33 + 0.32  15.83
FRO t4.12 + 9.66 38.47 f6.17 + 0.45 32.78 fe.08 + 0,80 25.24
HIS .04 + 8.84 8.4 -- e.72 == 887 %.Bh
ARG .51 + .84 L3 .78 + 8.04 0.5/ 8.25 + 6.84 8,42
TYR+VAL+HET 1.68 + e.13 5.42 .45t 0.16 4,55 1.6 ¢+ 6.5 4.73
HE+LEY i.46 + 0.64  3.14 2.38 + 1.8 4By 1.8 ¢+ 8.98 4.3
PHE+TRY .29 + 6.45  8.79 .63+ 0.46 1.7 8.44 + 4.12  1.10
LYS .38+ 0.4 3.74 i.55 ¢+ 0.36 3.13 i.i2 + 8.44  2.80
TOTAL .79 + 2.40 49.45 ¢ 2.58 39.98 + A.4R

PROTEINA TOTAL®  $2.47 + 0.97 11,58 £ 1.54 ¥.37 ¢ 1.94

% : Percentual / matéria seca.
¥% : fnalise feita a partir de farinha de varios endospermas.
exxt Andlise feita a partir de endospermas individuais.




0 aumento no teor de treonina determinado pelo gene Ltr*i9, nas
plantas originalmente selecionadas por Hibberd e Green (1982) foi
muito maior do que aquele encontrado nesse trabalho. Entretanto de-
vemos considerar gque o background genético do nosso material € com-
pletamente diferente daquele utilizado pelos autores, € isso pode
erercer uma grande influéncia na expressio desse gene.

.Os outros aminodcidos derivados do acido aspartico n3o apresen-—
taram grandes variacoes nos seus teores relativos.

A tabela 16 mostra ainda a composicio de aminodcidos livres em
duplo mutantes contendo os genes Ltr*i%, shrunken—-2 € brittle—-i.

Um aspécto bastante interessante é gque tanto o mutante shrun-
ken—2 como o brittle~t apresentam um alto teor de prolina livre no
endosperma correspondendo a 44,9% no shrunken-2 & 46,4% no brit-
tle-i. 0 teor de prolina livrFre diminue no duplo mutante contendo o
gene Lir*i%. No caso do duplo mutante sh2/Ltr*¥1i9? as amostras anali-
gsadas continham o gene Ltr*i% na frequéncia de 1/74 ¢ 1/2 regpecti=-
vamente. Com issn ¢ claramente evidenciado o efeito de dosagem des-—
se gene na diminui¢io do teor de prolina. Esta caiu para 32,7 e
2%,2% nas amostras contendo a frequéncia de i/4 € 1/2 respectiva-
mente. No caso do duplo mutante bti/L.tr*i? cuja amostra analisada
continha o gene Ltr*i% na fregquéncia de 1/2 o teor de prolina caiu
para 38,5%. 0 contrario ocorre quanto aos teores de serina € treo—
nina com o aumento da dosagem do gene Ltr*1i9 nos duplos mutantes o-
corre um aumento no teor desses dois aminodcidos. 0 acdmule de
treonina nos duplos mutantes sh2/Ltr*1%? & bti/Ltr#i9 também foi
bastante acentuado. Entretanto como nio feoi possivel obter sementes
homozigotas para o gene Ltr*i?% nesses materiais nfo sabemos gqual a
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extensHo da interacfo desse gene com agueles gue alteram o metabo-—

lismo de carboidratos da semente.
4_6-Andlime de protefnas nas sementes de mutantes simples e duplosms

Algumas progénies da linhagem Cat 100-1 contendo mutantes sim-
Ples € duplos envolvendo os genes Ltr%1i9, opaque-2, brittle-1 e
shrunken-2, foram analisados quanto ao teor das diferentes fragbes
proteicas que compoem as proteinas de reserva do endosperma. Como
pode ser visto pela tabela {7, os genes 02, sh2 ¢ bti aumentam o
conteddo da fragio ! e do residuec que sHo constituidas de albumi-
nas, globulinas, aminodcidos livres e glutelinas respectivamente, €
diminuem o teor de zeina I € JII. & diminui¢io no teor de zeina &
éuitu mais acentuada no mutante opaque~2 que no shrunken-2 e brit-
tle—-i. De forma geral nio houve nenhuma modificacio nos teores das
fragoes proteicas que pudessem ser atribuida ao gene Ltr®i%, a nfo
ser quando em combinaeio com 0 gene oOpague-2 Parece que O 2 gene
Ltr#i9 intensifica o efeito desse gene no conteddo das fragbes pro-
teicas do endosperma.

As fragoes proteicas foram extraidas do endosperma das linhagens
Tux 109-1 0202 e Tux 100-1 o02o2 além de uma progénie Tux
1901 (BCA/ALL1?, 02=i/2), segregando os seguintes gendtipos: O
2o021t1te 0202LTIt: 02021t ltd olo2ltlit (1242434, que foi identifi-
cada por cromatografia em camada delgada de extratos de coleoptile
e endosperma com cada gendtipo agrupados.

As fragoes proteicas foram extrafdas de forma distinta Aagquela
extracio feita para quantificacio de proteinas, dividindo—-se as
fragoes em Alb., Glob. mais AAl, zeinas € glutelinas. Fssas fragoes
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Tabela 47 Distribuigdn percentual das fragbes proteicas do endospersa da linhagew Cat 188-1 contendo mutantes sieples

e duplos envolvendo os genes Ltr¥i?, opaque-d, brittle-1 e shrunken-2.

Cat

Cat

Cat

Cat

Cat

Cat

Cat

Cat

Cat

Cat

109-1 0202¢BL2/A619,1t=1)2 ()
100-1 0202(BC2/#619,Lt=1)2 ®
i80-1 odo2

189-1 odo2(BC2/AG19,LE=1)2 @

fed-1 bt ibtd

108-1 btibt1(BC2/A619,1L=1/212

180-1 shash2

108-1 shash2(BL2/A619,LE=1/212

198~1 sh2sh2(BC2/A619,Lt=1/4)2 B

2b.72

29.02

29.98

23.14

i2.99

ie.27

7.64

ii.g0

£5.34

11.89

{4.34

22.67

37.8¢

16.70

3.24

38.25

27.49

25.66

48.35

25,74

38.714

0.74

53.8¢

28.12

3?.55

14.19

24.38

9.89 +
12.17
11.598

8.18

9.3%

15.78

17.14

£5.46

16.37

i6.34

7.89

t2.17

11.58

.18

.39

15.78

17.16

15.46

16.37

14.36

1.

6.38

1.96

1.15

9.14

0.8

1.23

8.16

%! Albuminas, Globulinas e Nitrog€nio nap proteico.

wxt Percentual / wateria seca # sd,

0BS: Média de quatro repeti{Bes.
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foram submetidaﬁ a geis de SDS-polimcrilamida € a zeina ¢ oluteli-
nas também em géis de isoeletrofocalizagio. Pretendia—-se com isso
determinar se alguma alteragio & nivel de uma ou outra banda pro-
teica poderia estar alterada a nivel de identificacH0 qualitativa.

Um total de 12 polipeptideos (figura 27) de pesos moleculares
distintos (Tabela 18) foram encontrados para as albuminas & globu-~
1inas nos gé€is de PAGE~SDS. Estes 12 polipeptideos estHo presentes,
sem excessiio, em todos os gendtipos analisados. Nenhuma diferenca
que pudesse ser atribuida ao gene Ltrxi9, foi* encontrada. ¢ efeito
do gene opaque-2 nas albuminas & globulinas foi o esperado. Os ge-
nétipos normais apresentaram bandas menos Intensas que o5 gendt ipos
contendo o gene opaque~2. Isto ocorre porque quando o gene opagque~—2
inibe a sintese de zeina, automaticamente ocorre um aumento das ou-
éras fragtes proteicas. Nenhuma alteragfo aparente que afetasse as
albuminas e globulinas devido ao gene Ltr#i9, foi encontrado no du-
plo mutante Ltr#i9 e opagque—-2.

Os polipeptideos da zeina (figura 28) se subdividem em 4 bandas
de pesos moleculares distintos (Tabela 1%9) gquando analisados em PA-
GE-S8DS. 0s pesos moleculares dessas quatro bandas  foram 22.500,
20.900, 10.000 daltons. Come no caso das albuminas ¢ globulinas,
nenhuma diferenga que pudesse indicar algum efeito do g9sne Ltrx#i9
foi observada.

Como era de ge esperar, os genotipos contendo o gene opaque-2 a-
presentaram uma intensidade menor das bandas, Jjd que esta proteina
€ inibida pelo gene opague~2. Outra caracteristica encontrada nos
gendt ipos contendo o gene opagque~2, foi a completa inibic%o da ban—
da de peso molecular de 22.%5%00 daltons.

Dexz bandas de pesos moleculares distintos foram identificadas
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§6.000 -

14.200 -

Figqura-27: Eletroforese em gel de SDS-acrilamida de albuminas e
globulinas. Cada canaleta corresponde a diferentes gend-
tipos da linhagem Tux 100-1. (A) e (H) padr®es de pesos
moleculares (SDs-7), (B) 02021tlt, (C) 02021tlt, (D) o©O-
202LT1t, (E) o02021tlt, (F) o02021tlt (G) 0202LTI1t.
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Tahela 1i8* Padrio de pesos moleculares das bandas de albuminas e globu-
linas, resolvidas em gel PAGE-4SDS de endospermas contendo os
genes Ltrxi? & opaque-~? em diferentes mnmbinagﬁﬁm,

Gendt ipos %
Peao Molecular e e et e e e 2 s £ 2 s £ s 5 e e 2 e e e o s 81 e 5 R 213 2 e 8 20 e o i St e e e 1 e e o et e e
Q20214 4t O2a21t1t Q2oL Tlt oleo2l1t1t oZol2itlt oZorl.TIit

64.000 e —— . - -
4£0.000 e — e — e _—
0. 000 e — — —— _—
44.500 - - - -
38,000 — . - e - —
94 . 060 _— — - T — —
A 006 - e . — — —
24 .000 —— — — . - —_—
i9.500 e — e — — -
13.000 e oee o e S - ——
10.700 —— — — —— -

1 e " @ @ @ e J— e —— e e

SN LM M N LR ML WL W b b B ed Lfs eke brid s Meb s e mhne wies rmes shre mess fees senk se 8 i amee fase aets ems Swie saes e Sers sies sere Puwr Awe tems Tain meer temi wees remy i mvee fmen amed mrhe mms pms pemw ams meTy = TR eem R SAEr 00 WS MR SHY SRS MM M4l BY Mas Rabk

* ¥ Todos os gendtipos foram obtidos nm"backgrmund“genético da 1linhagem
Tux 101,
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Figura-28:

Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida de zeina. Cada
canaleta corresponde a diferentes gendtipos dentro do
background genético da linhagem Tux 100-1. (1) e (11)
padroes de pesos moleculares (Sbs-7) , (2) e (18) ©O-
2021tlt, (3) e (9) 02021tlt, (4) e (10) 0202LT1t, (5) o-
2021tlt, (6) 02021tlt, (7) 0202LTI1t.
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Tabela 19! Padr®o de pesos moleculares das bandas de zeina, resolvidas
em gel PAGE-SDE de endospermas contendo os genes Lirxi9 g
opague~2 em diferentes cnmbinagﬁes.

Genot ipos *

Peso Molecular e v e it e s e i £ o B s ke e e o .
02021t 1t 02021t 1t 0202LTIt a2o2ltlt oZo2ltlt oZoll.Tit

22 " 5 e @ JE— o [

20,000 - e - _— - _—
14,000 . — - - - N

i¢.000 - o —

* * Todos os gendtipos foram obtidos no backaround genético da linhagem
Tux 100-1.
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para as glutelinas. Cowmo no caso das albuminas, globulinas e =zeina,
nenhuma diferenca que pudesse ser atribuida ao gene Ltr®i? foi en-
contrada nas glutelinas. Devido ao efeito do gene opague~2, os ge-
nétipos 0202 apresentam bandas mais intensas que os gendctipos nor-
mais, isto indica um maior- acdmulo de glutelinas nos gendtipos o-
202. Nenhuma intera¢io entre os genes Litr%i9 e opagque-2 foram in=-
dentificadas para as yglutelinas em géis de PAGE-SDS (figura 29)
(Tabela 2¢).

Devido ao fato da resolucio de proteinas ser melhor em gdis de
focaliza¢lo isoelédtrica do que em PAGE-8DS, nds submetemos a zeina
& isoeletrofocalizacio em geéls de agarose contendo anfélito de pH
9-8. 0s diferentes gendtipos de milho apresentaram padries de isoe-
letrofocalizacio bastante especificos. Nos gendtipos o202 as bandas
&e isoeletrofocalizacio mais basicas estavam inibidas. Nenhuma mo-
dificagio nos padries de isoeletrofocalizacio que pudesse ser atyri-
buida ao gene Ltrxi%? foi encontrada. Também nEo foram encontradas
modifica¢gtes que pudessem ser atribuidas a interacdes entre os ge-
nes Ltr*i? e opagque~2 (figura 39).

A proteina de reserva glutelina também foi submetida =a isoele-
trofocalizagio em géis de pH 3-16. Um total de 19 bandas foram i-
dentificadas para o genotipo analisado. Todos os gendtipos examina-
dos exibiram o mesmo padrio de isoeletrofocaliza¢lo para as glute-
linas. Nenhum efeito do gene Lrt#i9 e opaque~2 foram identificados
(figura 3i).

Esges resultados indicam que a alteragao no pool de aminodcidos
livres encontrada para duplo mutantes Ltr*1i9 opaque~2, neste caso,
heterozigotas para o gene Ltr*i? (0202L.T1t e 0202LT1t) tanto mate-
rial opaque-2 como o normal, nlo apresentaram alteracies a niveis

-i1é.



Figura-29:

Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida de glutelinas.
Cada canaleta corresponde a diferentes gendétipos dentro
do background genético da linhagem Tux 100-1. (1) e (8)
padrdes de pesos moleculares (SDS-7), (2) 02021tlt, (3)
02021tlt, (4) 0202LTI1t, (5) o02021tlt, (6) o02021tlt, (7)

0202LT1E .
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Tabelrn 20 Padrio de pesos moleculares das bandas de glutelinas, resol-
vidas esm  gel PAGE-S5DY  de endospermas contendo os genes
Lter%i9 & opagque—-2 em diferentes cmmbinaqﬁeﬂ.

Gendt ipos »
P e50 M 5] 1 e ] Rls Ares e man 11 n 14T IREL SEES 4 debe b See seim sem s ses ees Sves atse ~eoe PRed wees Sevs sakm Ames Sre fras Mnt FEE EE RS RFAL AFIL LS fhnk mht he deoe mome tees mase bire sese beae Sea +ass $oes <imt vrre TR 1err eham sem aes
Q202181 02021ttt OZolL.T1t 02qﬁ]tlt oRodltlt oZoll.T1t

3. 000 . - - - - -
56000 - . . . - -
51.000 — , - - - -
44.000 - - . — - —
38.000 - - - o — .
35 . 000 — : - - - -

21 . 500 [, e et [, J— - J——

12}_19@ - e . [ e i s

i 0 " i 00 e [ s - aman

- . n N L o - N .
¥ ¢t Todos os gendtipos foram obtidos no backaground genético da linhagem
Ty 1004,
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ORIGEM

Figura-30: Isoeletrofocalizacdo em gel de agarose de =zefna. Cada
canaleta corresponde a diferentes gendtipos dentro do
background genético da linhagem Tux 100-1. (A) o202Ltlt.
(B) o2021tlt. (C) o2021tlt. (D) 0202Ltlt. (E) 02021tlt.
(F) 02021tlt.



Figura-31: Isoeletrofocalizacdo em gel de agarose de glutelinas.
Cada canaleta corregponde a diferentes gendtipos dentro
do background genético da linhagem Tux 100-1. (a) O-
2021tlt. (B) 02021tlt. (C) 0202Ltlt. (D) o02021tlt. (E)
02021tlt. (F) o202Ltlt.
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mais drasticos como eliminagio de bandas proteicas ol a niveis gua-
litativos. Talvez se um material duplo mutante homozigoto para o
gene Ltr®i? (gfe2LTLT) tivesse sido usado, as alteragies a nivels

qualitat ivos pudessem ser entio observadas.



5-CONCLUSSES*

O0s resultados obtidos nesse trabalho mostram que a metodologia
de selegio de mutantes bioquimicos, com alteracies na biossintese
de aminodcidos, através de cultura de tecido é bastante promissora.
Entretanto € fundamental conhecermos muito bem os efeitos dos agen-—
tes seletivos nas vias metabdlicas a serem estudadas, para que pos-—
samos interpretar corretamente o0s resultados.

No caso da seleclo para a resisténcia & aminoetilcisteina, sa-
be-se que esse andlogo da lisina, além de inibir & atividade da di-
hidrodipicolinato sintase tambem pode subatituir a lisina na sinte-
se de proteina (Bright et al., 197%9b). aAmbos efeitos podem ser le-
éais para o desenvolvimento da cultura e n3o € possivel sabermos,
€@ nas condi¢lies em que trabalhamos, as duas coisas estRo ocorrendo
simultaneamente ou em separado na cultura de células. Isso pode le-
var a resultados nfo esperados.

0 processo de seleciio de calos resistentes 8 aminoetilcisteina,
ndo mostrou ser simples, pois a resposta ao agente seletivo, parece
depender da eficiéncia com que este alcance as células em selegfo.
Mesmo assim foi possivel selecionar plantas resistentes.

Os resultados da andlise das plantas sensiveis € resistentes &
aminoetilcistelna mostram que as plantas apresentam modificactes
genéticas & bioquimicas associadas a aminoetilcisteina. A resistén-
cia a esse andalogo de lisina foi determinado por um gene dominante
em um caso £ recessive em outro. Dois mecanismos diferentes podem
estar envolvidos. No caso da domindncia, a enzima dihidrodipicoli-
nato sintase pode ter se tornado, através de uma mutaciio, menos
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sensivel a retroinibigio pela lisina a exenplo do que ocorre em mi-
croorganismos € algumas plantas {(Hibberd e Green, 1982; Yamada et
al., 1986) ou algum outro mecanismo pode estar agindo. No caso da
recessividade, carrgadores de membranas podem ter sidp afetados de
modo a impedir & absor¢®o da aminoetilcisteina pelas membranas das
raizes a exemwplo do que ocorre em cevada (Bright et., al, 1979). Is~
80 50 podera ser elucidado quando analisarmos as propriedades fisi-—
co~quimicas da enzima.

A analise de aminoictidos da semente, sugere que algumas progé-
nies derivadas de piantas resistentes possuem aumentos no  acumulo
de lisina. Porem outros aminoacidos foram alterados, nfo sendo pos—
sivel determinarmos a causa dessa modificacgio.

A ocorréncia de outras mutagles nas plantas regeneradas a partir
&e calos resistentes a aminoetilcisteina, mostra claramente que o
processo empregado, utilizando~se mutagénese em adigHo a variagfo
somaclonal natural do sistema produz efetivamente variabilidade ge-—
nética, a gqual pode ser explorada para efeito de selecio de mutan-—
tes bioquimicos.

A utilizacio do gene Ltrxi9 nesse trabalho, possibilitou o en-
tendimento de varios aspéctos da regulacio do metabolismo de ami-—
nodcido em semente de milho.

Em primeirn lugar, surpreendentemente, esse gene, o qual presu-
mivelmente é um gene estrutural para a enzima aspartato quinase
(Hibberd e Green, 1982), mostrou estar localizado no brago curto do
cromossomo 7, a apenas 19 centimorgans do gene opaque—2. Em segundo
lugar o gene Ltr%i? parece intensificar o efeito do gene opague-2
tanto no metabolismo de aminpacidos como de proteina. Como © gene
opaque-2 diminue a sintese de zeina a qual € pobre em lisina € au-

-423.
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menta as fracdes ricas em lisina (Mertz et al, 1964; Nelson, 19473
Mertz, 1i972) & como 6 gene Lir%i? codifica a primeira enzima da via
metabélica do acido aspdrtico, a qual leva a sintese de lisina, &
possivel que esses dois genes estejam evolutivamente associados
tanto do ponte de vista genédtico como bioquimico.

A andlise de aminodcidos das sementes contendo o gene Lbrxi®
mostrou que uma alteracio na enzima aspartato quinase, diminzirad =
sensibilidade a lisina (Hibberd e Green, 1982), efetivamente faz
com que R via metabdlica flua mais livremente levande ao acumulo de
treonina. Esse efeito é aumentado na presenca de mutantes de endos-—
perma. A nio acumulagio dos ocutros aminodcidos derivados do #dcido
aspirtico pode ser devido a outros sitios de regulacfo tanto na via

-
de sintese como de degradacio desses aminodcidos. Essa hipditese po-
derd ser testada quande for possivel acumularmos NUMa MEsSma planta
mutantes que possuam alteragtes simultBneas em todos edses pontos
regulatdrios.

Sob o0 ponto de vista aplicado, as alteragtes genéticas produzi-
das no metabolismo de aminodcidos tanto das plantas resistentes &
aminoetilcisteina como aguelas resistentes & lisina mais treonina,
ndo afetou as caracteristicas agronomicas, nem da parte vegetativa
nem da parte reprodutiva. Por exemplo, espigas segregando para o
gene Ltr*i? sdo apresentadas na figura 32. Como pode ser visto, &

impossivel identificarmos as sementes mutantes pois estas apresen—

‘tam fenodtipo absolutamente normal.
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6-RESUMO:

Estudos recentes tem de

tabdlica do dAcido aspdrtic

produx

tes aminodcidos encontram—sg em

caracterizandy e€sse grupo

va. 0s conhecimentos adqui
da via de biossintese dess
a elaborarem uma estratégi
cultura de tecidos, gue ap

Com

acimulo dos aminoicidos que atuam como produtus finais.

lec¢do desses mutantes, sio

produtos finais ou andlogos de aminodcidos que

a0 meio
eventualmente apresentam c
serem mutantes regulatorio

em var ias espécies de plan

os aminvadcidos essénciaig?

isso a via metabdlica como um

inibem drasticamente o crescimento da cultura.

monstrade a grande importdncia da via me-

o em plantas, Por esta via metabdlica se

lisina, treonina e metionina. Es-

baixos teores em todos o8 cereais

vegetal como de baixa qualidade nutriti-

ridos a respeito do sistema de regulagio

s aminoacidos levou alguns pesquisadores

a para a scle¢giio de mutantes, através de

resentam pontos de regulacio relaxados.

todo fluiria de forma a levar ao

Para a e~

utilizadas combinagoes de aminodcidos

quando adicionados

Células que

rescimento normal tem grande chance de

5. Resultados positivos tem sido obtidos

tas.

Nesse trabalho utilizamos a metodologia para a seleglo de cultuy~

ra de tecido de milho de mutantes resistentes ao andlogo de lisina,

aminoetilcisteina, gue apr

mente. Obtivemos calos emb
minoetilcisteina variando
mos varias plantas dentre

genéticos diferentes para

resisténcia e outro com caracteristica recessiva para a

esentassem acdmulo de lisina livre na se-

riogénicos fridveis com resisténcia a a-

de @,25mM ate 9,5mM. Destes calos obtive-

as quais duas apresentaram dois sistemas

a resisténcia. Um com domin@ncia para =
r -
registen—
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cia. Em ambos os casos um aumento no teor de lisina livee foi  ob-
servado.

Além disso, um mutante de milho dominante para a resisténcia =a
lisina mais treonina, obtido tambem por cultura de tecidos por Hib-
berd € Green (1982), teve 'suas caracteristicas gendticas, biocquimi-
cas e agrondmicas parcialmente estudadas. Determinou~se gque o gene
Ltr*i%, responsdvel pela resisténcia & lisina mais treoning, estwd
localizado no brago curto do cromossomo 7 a 19.57+1.38 centimorgans
do gene opaque-2. Este gene foi combinado com os genes mutantes de
endospermas opaque-2, brittle~1 e shrunken-2 e suas interagfes ob-
servadas através da andlise do teor e composi¢io dos amincdcidos
livres em sementes. Verificou-se que o gene Lir*i? € responsivel
diretamente por um acumulo de 8 vezes no teor de treonina ¢ de 4,5
;ezes no teor de serina. Determinou-se tambem que o duplo mutante
lLtr®i9? e opaque~2 apresenta um aumento extremamente acentuado nos
teores de treonina € serina além de um aumento no teor total de a-
minodcidos livres. Este aumento nfo se deve sdmente ao  aumento de
treonina e serina, mas tambem a um aumento dos outros aminodcidos.
A quantificag¢io das fracoes proteicas deste duplo mutante, parece
indicar que o gene Ltrxi? intensifica o efeito do gene opaque-2,
diminuindo o teor de zeina ¢ aumentando os teores de albuminas,
globulinas, aminodcidos livres € glutelinas.

Entretanto, essas modificacbes nBo se dio a nivel de alteragbes
de bandas proteicas, pois a comparacio eletroforédtica das fragoes
proteicas entre o duplo mutante Ltr®1i9, opagque—-2 & as sementes nor-—

mais niao mostrou nenhuma diferenca.



7-SUMMARY :

The essential amino acids lysine, threonine and methlonine are
derived from the aspartate family of amino acids in plants. Since
the cereals are devoid in at least one of these amino acids, the
agpartate pathway has received great attention in the last recent
years. Biochemical, molecular and genetic studies has lead to =&
deep understand of the regulation of the aspartate family showing
that many branch point enzymes are positively or negatively
regulated by feedback.

Many investigators have proved the regulation of the ke points
by finding mutants with altered regulation of aspartate pathway.
éeveral studies showed that the regulatory mutants has increased
levels of some of the amino acids end products.

With the advance of the tissue culture technics and plant
regeneration selection of biochemical mutants became as an
important sustem to study mutants with altered regulation of amino
acid biosynthesis. Such mutants can be easily selected in a petri
dish containing millions of cells plated on selective medium added
of combinations of the amino acids end products or amino acids
analogs.

In this study maize tissue culture was uwsed to select plants
resistant to the luysine analog aminoethylcysteine. In addition, =&
mutant resistant to lusine plus threonine which was selected by
Hibberd and Green (1982), was included in the studies. Combinations
of the lysine plus threonine resistant mutant, with the maize
endosperm mutants opaque-2, brittle~i and shrunken-2, were

128,
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performed to study the effect of such combination on the
biosynthesis of amino acid and proteins in the seeds.

Resistapce embriogenic cali of a maize inbred line were selected
in medium containing from @,25% to 0,%mM of aminoethylcusteine.
These cali were used for plant regeneration. From 63 regenerated
plants two presented Ri progenies which when selfed polinated
segregates resistant and sensitive plants. The resistance of one RO

plants showed to be determined by a single dominant gene while the

. other showed to be determined by =a single ‘recessive gene. Both

resistant mutant presented increased free Iysine level when
compared with sensitive plants.

The resistance of the lysine plus threonine mutant is determined
by a single dominant gene, named Ltr*i%9. This gene was transfered
éo two maize inbred lines containig normal, opaque-2, brittle—i and
shrunken—~2 endosperms by sucessive backcrosses.  The genetic
analusis of single an double mutants revealed that the Ltr*i? gene
s located in the short arm of cromossome 7, at 410.57+1.38
cent imorgans of the opagque-2 gene.

The presence of the Ltr*i9 gene increase B8 times the free
threonine level in the normal endosperm. A sinergistic effect on
the increase of free threonine was observed when the Ltr*i9 gene
was combined in a double mutant with the opagque~2 gene. It was
observed also that the Ltr*i9 gene intensify the effect of opague~2
gene on amino acid and protein synthesis in the endosperm.

SDS5-PAGE and TEF =analysis of single and double mutants
containing the Ltrxi9 and endosperm mutant did not show any
difference in the polypeptide profile which could be attributed to

the Ltr®xi?9 gene.
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