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I - INTRODUCAOQ

As alteracoes na composigac quimica da semente,
devido a presenca de genes que atuam no endosperma, tém sido
extensivamente estudadas por geneticistas e bioquimicos vege
tais. As caracteristicas que tem merecido maiores atengoes
referem-se as mudancas na qualidade proteica e quantidade de

polissacarideos no endosperma, uma vez que sao condicionadas

por sistemas genéticos simples.

Em milho sdo conhecidos varios mutantes de en

dosperma que alteram a constituigao de carboidratos, aminoa

cidos e Tons na semente (MERTZ-& BATES, 1964; CREECH, 19653



)

CREECH, 1868; MURPHY e DALBY, 1871; SO0DEX e WILSON , 1971
SHANNON e CRRECH, 1973; MISRA et alii, 1975; ARRUDA et alit,
19783 TSAI et alii, 1978; ARRUDA e SILVA, 1879). Estes mutan
tes apresentam variacdo no peso e quantidade de polissacari -
deos ou na constituigZo proteica, em niveis bem distintos

dos encontrados em endospermas normais.

As investigacOes sobre a sintese de proteinas e
aminoacidos de endospermas mutantes tém sido realizadas em se
mentes maduras, ou durante o desenvolvimento. O endosperma €
um tecido de reserva, fundamental para a sobrevivencia da
plantula nos primeiros dias de germinagao. Durante a germina
cdo as proteinas de reserva dos cereais sao hidrolisadas em
aminoacidos por enzimas proteoliticas. A maipria destes amino
acidos saoc translocados para o embriao em desenvolvimento e u
sados para a sintese de proteinas estruturais e enzimas, ou
ainda para a sintese de compostos nao nitrogenados (ASHTON ,

1976).

Varios trabalhos tem sidc feitos para demonstrar
que o conteldo de proteinas e o tamanho da semente estao dire
tamente relacionados com o desenvolvimento da plantula. Tais
estudos tem sido realizados em sementes com alteracgoes fisi

cas e gquimicas induzidas por adubacao nitrogenada em lotes ex

perimentais (SHWEIZER e RIES, 1969; LOWE e RIES, 1973;METIVIER

e DALE , 1977).



Por outro lado, o estudo do efeito  fisiologico
de genes que atuam no endosperma do milho no processo de ger
minacac, tem merecido pouca atengac dos pesquisadores,restrin
gindo-se a trabalhos envolvendo os mutantes opaque-2 ( TSAI
et alli , 1975; JONES e TSAI, 1977; CHIBBRER et alii, 1977 ;
MONTEIRO, 1980), e os mutantes shrunken-2, brittie e sugary

(STYER et alli, 1980).

Este trabalho € uma tentativa para se  estudar
mais detalhadamente a influéncia dos genes opaque-2, shrunken
e shrunken-2, notadamente na utilizagao das reservas nitroge-
nadas do endosperma. Desse modo, analisou-se a utilizacao de
matéria seca, nitrogénio e amino&cidos, durante os dez primei
ros dias de germinagao. O objetivo € analisar o efeito das al
teragoes na composicZo de polissacarideos (shrunken e shrunken
~8) e a composicdao de proteinas (opaque-2) do endosperma, con
trastando~as com as alteracoes no metabolismo de nitrogenio ,

condicionadas pelos mesmos genes, durante a germinacac.



2. REVISAQ DA LITERATURA

2.1. - Alteragoes quimicas durante o processo de germinacio

Em ceveais, o endosperma € o principal tecido
responsavel pelo acumulo de reservas que serdo utilizadas, pe
lc embriao, no inicio de seu desenvolvimento. Estas reservas
compreendem carboidratos, proteinas, lipideos e outros compo

nentes necessarios para o crescimento inicial do embriao.

Na semente madura de milho, os carboidratos re

presentam cérca de 75% das reservas da seme-te, enguanto que



proteinas e lipideos correspondem aproximadamente a 10 e 5%
respectivamente (EARLE et aliZ, 1956). Porém a distribuicao
das reservas no grao € varidvel (SODEK e WILSON, 1971). 0 eixo
embriondrio e escutelo apresentam cérca de 34,8% de lipideos
e 18,8% de proteinas, enquanto que o endosperma tem aproxima-
damente 0,8% de lipideos e 9,4% de proteinas (SODEK 1973 ;

TOSELLO, 1978).

As proteinas de reserva foram originalmente estu

dadas em plantas por OSBORNE (1897), que classificou~as de a

cordo com a sua solubilidade em solugoes aquosas. As protel-
nas sollveis em agua, sao as albuminas; as soluveis em solu
¢oes salinas, as globulinas; as sollGveis em alcool, as prola
minas e finalmente as solivels em solugoes basicas, as glute
linas. As albuminas e globulinas tem fungao notadamente enzi
matica na semente, sendo mais abundantes no eixo embrionario
e escutelo. As prolaminas e glutelinas sdo principalmente pro
tefnas de reserva e estruturais do endosperma (MERTZ et aliz,

19583 PAULIS et al<z, 1969).

0 carboidrato mais abundante no endosperma de ce
reais € o amido, um polissacarideo constituido por dois poli
meros de glicose, um de cadeia linear, a amilose, e outro de
cadeia ramificada, amilopectina. A proporcac destas duas ca
deias varia com o material estudado. No milho normal encontra

se cerca de 25% do amido na forma de amilose e o restante co



mo amilopectina (DURE, 1960a).

0 processo de germinagao inicia-se com a embebi
¢cao, que em segulda, desencadeia a hidrdlise das reservas da
semente. 0s produtos hidrolisados sao utilizados pelo eixo enm
brionario para a sintese de protoplasma e componentes estru
turais que conseqlientemente, trazem o crescimento da plantula
(ASHTON, 1976). Esse crescimento & caracterizado por uma dimi
nuigdo do material armazenado no endosperma e um aumento do
material da plantula, sugerindo, obviamente, que as reservas
do endosperma estao sendo utilizadas para o crescimento e de

senvolvimento do eixo embrionario.

Nas primeiras horas de crescimento, os lipideos
do escutelo sdo catabolizados (DURE, 1960a3;INGLE et alii,1964) e
podem ser transformados em agiicares no eixo embriondrio (0AKS
e BEEVERS, 1964). Porém as maiores modificagoes ocorrem no en
dosperma devido a grande quantidade de reservas que este teci
do acumula. A degradacao do endosperma € feita por enzimas
(proteases e amilases ) que podem ser encontradas na semente
antes da embebicao ou ainda, serem sintetizadas de nove no i

nicio da germinagac como no caso da o-amilase (OKAMOTO e

AKASAWA, 1979 e 1980).

A degradacac das reservas amilaceas & feita prin

cipalmente pelas o-amilases e f-amilases, enquanto que a  de

w2

gradagao das proteinas € feita pelas proteases, gue  quebram



as proteinas em vdrios peptideos que serdo reduzidos a amino
acidos pelas peptidases (YOMO e VARNER, 1973; HARVEY e O0AKS,
1974; ASHTON, 1976; FELLER, 1979; MOUREAUX, 1979; ADAMS et alid,

1980; BOSE e SRIVASTAWA, 1980).

Em aveia, SUTCLIFFE e BASET (1973) mostraram que
a taxa de degradagao de proteina € mais rdpida que a de amido,
sendo que a atividade das proteases € iniciada em 24 horas,an
tes das amilases., Resultados semelhantes foram encontrados
em arroz (OKAMOTO e AKASAWA, 1878) e em ervilha (YCMO e

VARNER, 1973).

As mudancas no peso seco do endosperma e pléntg
la sao acompanhadas por mudancas na quantidade de nitrogénio.
Assim, a diminuigdo do peso seco do endosperma € acompanhada
por um decréscimo na quantidade de nitrogénio neste tecido.Ao
mesmo ‘tempo, o peso seco da plantula € aumentado com um para
lelo aumento na quantidade de nitrogenio (ELMCRE e KING,1978;

ADAMS et alii, 1980; ROSSI, 1980).

Em milho o crescimento da plantula € acompanhado
por um decréscimo na quantidade de proteinas e carboidratos
do endosperma. O conteudo de proteina sollvel na plantula au
menta progressivamente com a germinagao (INGLE et alit,1964).
HARVEY e OAKS (1974%) mostraram que o periodo principal de hi
. drolise no milho, ocorre entre o 39 e 89 dias de germinacao,e
' que a zeina e a glutelina sdo as fragodes proteicas degradadas

mais rapidamente.



Como a composicao de aminoacidos do endosperma é
diferente da encontrada na plantula, devem ocorrer intercon -
versoes dos aminodcidos liberados no endosperma durante a hi
drolise proteolitica (CHITTENDEN et alii, 1891; FOLKES e YEMM,
1956 ; BOUTHER e BARBER, 1963; SPLITTSTOESSER, 1967).  FOLKES
e YEMM (1958) mostraram gue no endosperma de cevada as fontes
mais importantes de nitrogenio para a sintese de outros amino

acidos sd3o o acido glutamico, a prolina e as amidas.

Nessa mesma linha, DUPUY et al<Z (1971) mostraram,

em endosperma normal de milho, que as quantidades  absclutas
de acido aspartico, glicina e lisina aumentam durante a germi
nagao enquanto que o acido glutamico, leucina, prolina e ala
nina decrescem. JOY e FOLKES (1965) mostraram, também, que em
cevada, os aminodcidos intimamente relacionados ao metabolis-
mo de carboidratos eram convertidos a outros compostos ou
€05, enquanto que os de via biossintética mais longa, como a
lisina e leucina eram utilizados, sem mudangas, pelo eixo em
brionario. Posteriormente, SODEK e WILSON (1973) utilizando
sementes que haviam sido marcadas com '*C durante o desenvol
~vimento do grao, mostraram que na germinagdo, a sintese de
leucina € restrita e que o excesso deste aminodcido & catabo
lizado, enquanto que lisina, presente em quantidades insufici

entes no grao, deve ser sintetizada.

€ Complementando, TSAI et alii (1975) verificaram



que durante a germinacdo do milho ha um aumento no nivel to
tal de lisina e triptofano com um correspondente declinic na
zeina. Posteriormente, JONES e TSAI (1977) confirmaram este
fato, concluindo que as proteinas necessarias para o cresci -
mento e desenvolvimento do embridc requerem niveis de lisina
superiores aos oferecidos pelas proteinas do endosperma, suge

- - - " -
rindo que os precursores necessarios para a blossintese deste

aminodcido poderiam derivar da zeina.

2.2. - Efeito de genes do endosperma durante o desenvolvimen-

to das sementes

A composigao quimica da semente de milho tem si
do muito estudada, devido principalmente ao seu valor na ali
mentacao animal.

Apesar deste cereal atuar como uma excelente fon
te de carboidratos, suas proteinas sao de baixo valor nutriti

vo, poils apresentam niveis inadequados de lisina e triptofano.

Saoc conhecidos cerca de 13 mutantes de endosper-
ma, todos condicionados por genes recessivos, que apresentam
alteragoes na composicdo quimica, notadamente carboidratos ou

protei%as, elevando a gqualidade nutritiva do milho. Estes mu
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tantes tem merecido grande atengao dbs bromatologistas, quimi
cos e geneticistas, pois além da aplicacao imediata na alimen
tacao animal e no melhoramento, sao procurados pelo interesse
cientifico que apresentam para o estudo de vias biossintéti -
cas, ou mesmo, para o estudo da regulacao da sintese de pro

- »
teinas e carboidratos no cereal.

Entre os genes que alteram a sintese de carboi
dratos no endosperma, destacam-se o shrunken (8h), ghrunken-2
(sh2), shrunken—-4 (sh4), brittle (bt), brittle -2 ( bt2 ) e
brittle-4 (bt4), que reduzem drasticamente a sintese de amido,
acumulando maiores quantidades de sacarose do que os tipos
normais. Na maturagéo completa, estes mutantes apresentam -se
com endospermas leves e enrugados, e quantidade de lisina bas

tante superior a encontrada nos tipos normais.

O mutante shrunken fol descrito primeiramente
por HUTCHINSON (1921). Este gene bloqueia a sintese de amido
(CREECH, 1968) e aparentemente estd envolvido com a auséncia
de atividade da sacarose sintetase no endosperma (CHOUREY e

NELSON, 1976; BRYCE e NELSON, 1979).

Durante o desenvolvimente da semente, ARRUDA
(1982) mostrou gque o peso fresco do endosperma deste mutante
€ 17% maior que o normal, na Ya. semana apés a polinizacao,

e que apresentava também, maior atividade da RNAse que o en
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dosperma normal. Paralelamente, verificou que o potencial os
motico desse endosperma mutante foi cerca de 30% menor que o

do endosperma normal.

3

O gene shruynken-2, descrito por BURNHAN (18uu) é
responsavel pela sintese de uma quantidade de amido equivalen
te a 30% da encontrada no endosperma normal, causandoc, conse
Q%Entemente, uma redugac de 30 a 50% no peso seco da semente
(LAUGHMAN, 1953; CREECH, 1965; CREECH e McARDLE,1966; JENNINGS

e McCOMBS, 1969; HOLDER et aliZ, 1974). Este bloqueio na sin

tese de amido esta relacionado a baixa atividade da  enzima
ADPG-Pirofosforilase (TSAI e NELSON, 1966; DICKINSON e PREISS,
1969; SHANNON e CREECH, 1973). Este mutante possuil cerca de
20% do peso seco do endosperma atribuido a aclucares,sendo que
16% € sacarose (LAUGHNAN, 1953). ARRUDA (1982) mostrou que
durante a maturagéo da semente, o endosperma shrunken-2 apre
senta teor de agua e atividade da RNAse, respectivamente 40
e 20% mals elevados que os valores encontrados para o rendog

perma normal, enguantc que o potencial osmotico desse mutante

€ reduzido em 90% em relacac aos endospermas normais.

Entre os genes que atuam na sintese de proteinas
do endosperma encontram-se o opaque-2 {(02) e o Ffluory-2 (f12)

que elevam o teor de lisina no endosperma. O mutante opague -2

foi descoberto por SINGLETON e JONES (1935) e recebeu esge
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nome porqgue as sementes apresentavam-se sem brilho devido a
textura farinacea do endosperma. O peso seco da semente e a
produgao de graos sdo reduzidos em 17 e 7% em relagao dos ti
pos normais (NELSON, 1967; ELMORE, 1970; BAUMAN,1975; ARNOULD
et alii, 1977b), enquanto que o teor de umidade € aumentado

(WILSON e ALEXANDER, 1967).

Andlises quimicas do endosperma o2 mostram que
ha uma drastica mudanga no padrido de aminodcidos em vrelagdo
ao endosperma normal. A quantidade de zelna é diminuida em
cerca de 50%, as albuminas + globulinas e fracao de aminoaci-
dos livres aumenta em 2, 3 vezes, enquanto que as glutelinas
sao aumentadas em cerca de 45% (JIMENES, 19663 MOSSE, 1966 ;
MOSSE et alii, 19663 MURPHY e DALBY, 1971; SODEK e WILSON
19713 MISRA et alii, 1972; TSAI e DALBY, 1974; DALBY e TSAI,
19753 MISRA et alii, 1975a; LEE et qlii, 1976; BAENZIGER e
GLOVER, 19773 LODHA et alii, 19773 RIGUETTI et qli7,1877). A
baixa quantidade de zeina, proteina pobre em lisina (LANDRY e
MOUREAUX, 1970; SCDEK e WILSON, 19713 GIANAZZA et alli,1877),e
o decorrente aumento nas outras fracoes proteicas, que pos
suem niveis mais elevados de lisina, principalmente  gluteli
nas e fracao de amincdcidos livres, faz com que este mutante
apresente:uma elevagao de aproximadamente 70% na quantidade
deste aminodcido, em relacao ao endosperma normal  (MERTZ e

BATES, 1964; JIMENE:, 1966; MOSSE et aqlii, 1966 ; MURPHY e
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DALBY, 1971).

Além da alteragao nas proporgoes das diferentes
fragoes proteicas, o gene opagque-2 também aumenta a quantida-
de de aminoacidos livres no endosperma (SODEK e WILSON, 1971;
MISRA et alii, 1975; ARRUDA et qlii, 1978). ARRUDA (1982) mos
trou que a partir da %a. semana apds a polinizacio, 0o peso
fresco de sementes opaque-2 € 12% mais elevado que o de semen
tes normais, e o potencial osmotico e atividade da RNAse sao,

respectivamente, 20 e 25% mais elevados no mutante em relagao

ao endosperma normail.

Através da injecao de lisina, marcada com '*C,no
endosperma em desenvolvimento, SCODEK e WILSON (1970) mostra -
ram que no endospeérma normal uma grande parte da lisina foi
quaé@ totalmente convertida em acido glutamico e prolina, en
quanto que no endosperma opggue-2 €8ta conversac fol bastante
reduzida. BRANDT (1975) trabalhando com cevada, encontrou re
sultados Semelhantes, mostrand; que o controle genético da
conversao de lisina deve ser um mecanismo importante para a

determinacdo do nivel deste aminocdcido na semente.
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2.3. - Composicdo quimica da semente ao longo da germinacio.

A taxa de crescimento da plantula em cereais po-
de ser infiuenciada pelo tamanho da semente, conteldo de pro
teina e gendtipo da semente (EVANS e BHATT, 1977). Varios tra
balhos tem sido feitos para demonstrar que o tamanho e contel
do de proteina da semente estio diretamente relacionados com
o desenvolvimento da plantula (KAUFMANN e GUITARD , 1967 :
SHWEIZER e RIES, 1869; LOWE e RIES, 1973; METIVIER e DALE ,
1976). KAUFMANN e GUITARD (1967) mostraram que em cevada a ta
xa de crescimento da plantula e tamanhc das duas primeiras fo
lhas, dependem da quantidade de nutrientes e tamanho da semen
te. Resultados semelhantes foram observados‘em trigo (LOWE e
RIES, 19723 LOWE e RIES, 19733 RIES e EVERSON, 1973; EVANS e
BAHTT, 1977), onde encontrou-se uma significativa correlacao
positiva entre vigor da plantula e tamanho e conteldo de pro
teina na semente. O estudo da correlagdo entre quantidade de
proteina e vigor da plantula tem sido feito com sementes obtil
das em lotes experimentais gue recebem quantidades diferentes
de nitrogenio ( LOWE € RIES, 19723 LOWE e RIES, 1973; METIVIER
e DALE, 1977a). A alta correlacao de proteinas na semente e
matéria seca da plantula pode ser explicada pela grande quan

tidade de proteinas no endosperma que pode suprir diferentes
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niveis de substratos respiratdrios para a sintese de novas

proteinas (LOWE e RIES, 1872).

Por outro lado tem sido mostrado, em alguns ce
reais, que o crescimento da plantula & influenciado pelo gend
tipo da semente. DUNWELL (1981) trabalhando com embrides de
cevada, isolados de diferentes cultivares, encontrou que o]
crescimento das raizes era influenciado pelo gendtipo. Resul
tados semelhantes foram encontrados por MURPHY e LONG (1979),
para o crescimento de plantulas de diferentes gendtipos de a
vela, em solugao de Hoagland.

Como foi demonstrado anteriormente, o efeito do
gene opaque~£2 durante o desenvolvimento da semente de mitho
tem sido estudado por varios autores nos Gltimos anos. O efei
to deste gene durante a germinacao foi estudado por CHIBBER
et alitz (1977), que mostraram que em plantulas de endosperma
normal hé‘um aumento na quantidade total de lisina, engquanto
que em plantula opaque-2 o nivel total deste aminodcido dimi
nul durante a germinacao. O aumento na quantidade deste amino
acido durante a germinagdo de sementes normais pode ser atri
buido a sintese de nove de lisina, enquanto que no mutante
opaque~2 o catabolismo deste aminodcido deve ocorrer rapida -
mente. Este fato foi confirmado por JONES e TSAI (1977) que
estudaram nao sO o efeito do gene opague=-2, como também o)

floury—2 e o duplo mutante Opaque~2f1%hry—2, durante a germi-
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nacao. Fol demonstrado que a presenga do gene opaggque—2 Causa
uma redugac na taxa de crescimento da plantula. Além disso,os
niveis totais de 1lisina e triptofano na plantula aumentam ra
pidamente nos tipos normais, enquanto que nos mutantes opaque
2 e floury-2 e no duplo mutante, o aumento destes aminodci -
dos foi minimo (TSAI et alii, 19753 JONES e TSAI, 1977).Estes
resultados sugerem que o nivel de lisina requerido pela plan
+tula em desenvolvimento deve ser maior do que aguele ofereci-

do pelas proteinas do endosperma normal (JONES e TSAI, 1877).

Outpros mutantes de endosperma tem sido investiga
dos durante a germinacao. STYER et alif (1880) utilizando os
mutantes de carboidratos shrunken-2, brititle e sugary,notaram
que quando o nivel de carboidratos € baixo ¢ suprimento de
ATP pode ser reduzido, e conseqiientemente a germinacao e  vi
gor da plantula podem ser afetados. 0 mutante shrunken-2 foi
o0 que apresentou porcentagem de gérminagéo, comprimentc de ra
dicula e pesos fresco e seco mais reduzidos em relagéo aos ti
pos normais. Isto pode ser explicado pela baixa quantidade

de polissacarideos na semente gue fornece, assim, uma fonte

de energia inadequada para o desenvolvimento da plantula.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. - Germoplasma

Para este trabalho foram utilizadas tres linha
gens isogenicas de milho, cada uma com dois tipos de endosper
mas: o endosperma normal, do tipo selvagem, condicionado pelo
alelo dominante e o endosperma mutante, homozigoto para alelo
recessivo. Desse modo, uma linhagem tem alelos contrastantes
dentre do loco éhmnken (Sh, sh), outra, dois alelos dentro

do shyunken-2 (Sh&, sh2), e finalmente a terceira dois alelos



.18.

dentro do loco opaque-& (02, 02}. Como jé foi mostrado, todos
esses genes recessivos elevam a qualidade proteica do endos
perma. O material experimental, ou seja, sementes normais e
respectivos mutantes, foram obtidos em uma mesma espiga, com
segregacao do tipo 3:1, através da autofecundagao de plantas
heterczigotas, cultivadas em parcelas experimentais, que rece
beram fertilizante na proporgao de 60Kg de Nitrogénio;60Kg de
?205 e 60Kg de KQO por hectare. As sementes de endospermas
normais e mutantes foram facilmente identificadas nas espigas

maduras, gracas aos efeitos fenotipicos bem claros apresenta-

dos por essas mutagoes.

As linhagens utilizadas pertencem a colegcao  de
germoplasma do Departamento de Genética e Evolugac da UNICAMP,
e possuem um minimo de 10 ciclos sucessivos de autofecundagao
de plantas heterozigotas para apenas um dos loco citados. Sao

as seguintes:

o



Linhagem Endosperma Genotipo
ML 674 shrunken~2 (ah2) sh8shlsh?2
normal Shlshish?
ML 649 opaque-£2 (082) oZolod
normal 0808028
CP 577 shrunken (gh) shahsh

normal

Shshsh

.19,
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3.2. - Faixa de peso das sementes

Devido a variacao de peso seco que normalmente
ocorre na semente ao longo da espiga, as semente utilizadas
foram escolhidas dentro de uma faixa de peso, previamente es

tabelecida para cada material, de acordo com as freqiiencias

das varias classes na distribuicao.

0 estabelecimento destas faixas de peso teve co
mo objetivo minimizar o efeito nao-genético da quantidade de

materia seca contida no endosperma de cada semente,

As seguintes faixas de peso foram utilizadas pa

ra cada lirhagem:

Linhagem Endosperma Faixa de Peso
"ML 674 shrunken—2 90 - 110 mg
norma.l 170 - 180 mg
ML 649 opaque-i 210 -~ 250 mg
normal 280 - 310 mg

cp 577 shrunken 130 ~ 210 mg

normal 200 - 230 mg

[55)
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3.3, - Curva de Crescimento

Para o estabelecimento das curvas de crescimento,
dez sementes de cada um dos seis materiais foram plantadas em
potes plasticos de 1 litro, contendo vermiculita, irrigados
com Agua destilada e colocados em uma estufa a 27°C no escuro.
As plantulas receberam agua em intervalos de 48 horas até o
fim do experimento. Diariamente, durante 10 dias consecutivos,
as plantas eram coletadas, o embrizo ou plantula (parte aérea
+ sistema radicular) separados do endosperma e pesados indivi
dualmente em balanca analitica. As curvas de crescimento fo
ram feitas com as médias de 10 plantulas e com as de 10 endos

permas.

Para a determinacac do peso seco, o material foi

colocado em estufa a 60°C por um periodo de 5 dias e pesadas.

w

Tanto endospermas, como plantulas, foram pulveri
zados em moinho de bola para preparacao de farinhas que foram

usadas na determinacdo do nitrogenio total.
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3.4, - Determinagao do Nitrogenio

Para cada amostra, duas repetigoes de 100 mg de
faprinha foram digeridas segunde o método de KJELDAHL (AOQAC ;
1965); usando 3 ml de dcido sulflirico concentrado a temperatu
ra de 380 - 400°C. Quando o extratoc ficava claroc a digestdo
era completada com 6 gotas de perdxido de hidrogénio 30%. C
extrato digerido era em seguida diluido em aAgua destilada até

o volume final de 100 ml.

A determinacdo da guantidade de nitrogénio total
foi feita colopimetricamente segundo o método de SMITH (1980)
automatizado. Para tanto, utilizou-se uma bomba peristaltica
para pipetagem de amostra e reagentes. Este sistema foi aco
plado a um espectofotometro, modélo UV 634 S (Varian), e este
a um registrador magnético. A quantidade de nitrogénioc fol de
terminada graficamente e comparada com uma curva padrao de

sulfato de amonia.

Os reagentes utilizados foram os seguintes:
Reagente I: 10 g de fenol, 50 mg de nitroprussiato de sddio,
completado para 1 litro com dgua destilada.
Reagente iI: 5% de NaOH, 8% de hipoclorito de sdodio (comerci-
al), completado para 1 litro com agua destilada.

230

“ Quantidades iguais de amostra e reagentes foram



misturadas. Em primeiro lugar a amostra foi misturada com o
Reagente I e logo apos com o Reagente II. A reagao ocorreu a

temperatura de 47°C e a leitura foi feita a 640 nm.

3.5. - Determinagdo de Aminodcidos

Para a determinacac de aminocacidos durante a
germinagdo, o material foi preparado de maneira analoga a de
terminacdo de nitrogénio. Durante 10 dias consecutivos as di
ferentes partes da plantula foram coletadas, separadas, pesa
das e armazenadas a -20°C. Apds a Gltima coleta, o material
foi liofilizado, pulverizado em moinho de bola e guardado em

dessecador para posteriocres analises.

A determinacac de amino&ecidos foi feita utilizan
do-se 50 mg de farlnha, segundo o método de KIRKMAN (1974)gcom
algumas modificagoes. A farinha foi hidrolisada com & ml de
HC1 6N durante 22 horas a 110°C em tubos de ensaio de 10 x 1
cm, com rosca. 0 oxigénio destes tubos fol substituido por ni
trogénio gasoso para evitar a oxidacdoc de alguns aminoacidos.
Apds a hidrélise, 0,5 ml de uma solucdo de nor-leucina(0,5mg/
ml) foi adicionada aos tubos para servir como padrac interno.

£
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Esta mistura foi centrifugada e 2 ml do sobrenadante pipetado
em placas de Petri de 5 cm de diametro, para serem totalmente

evaporados em dessecador contende NaOH e CaClz.

Apds a evaporacgao completa do HCl, o extrato foi
retomado em 5 x 1 ml de agua destilada e os aminodcidos sepa
rados em uma coluna Dowex-50 equilibrada com HCl 1N. Os amino
dcidos foram eluidos com hidroxido de amonia 50% e coletados
em um bequer de 100 ml. A amonia foi evaporada completamente
em banho-maria a 50°C, os aminodcidos retomados em 3 x 1 ml
de &gua destilada e colocados em um tubo de ensalo de 10x1l cm
com rosca. ApOs evaporacac completa da dgua, em banho- maria
50°C, com fluxo de ar ou nitrogénio, 1 ml de HCl 3,5M em n-
propanol, livre de agua, foi pipetado nos tubos para ser efe
tuada a primeira derivacao, em estufa a 110°C, durante 40 mi

nutos.

A segunda derivagao foi feita utilizando-se 0,5ml
do primeiro derivado em frascos Silli-Vials de 1,5 ml da
Varian. Este volume foi evaporado com fluxo de nitrogenio
a 90°C. Apds evaporacio completa, 0,05 ml de acetonitrila e
0,1 ml de anidrido heptafluorrbutilico foram adicionados. A
reagac se processou a 150°C durante 6 minutos. As amostras
foram analisadas em um cromatografo a gas modelo 2440 S8 da

Varian, equipado com: detector de ionizacao de chama, coluna



de vidro de lm x 0,2 cm (d4.1) contendo Chromosorb WHP em '3%
SE. A velocidade do gds de arraste (N,) foi de 40 ml/min. e a
temperatura da coluna fol programada para variar de 50 a

QSBOC, aumentando 6°C/min.

Os aminodcidos foram comparados com um padrdo si
mulado, contendo quantidades de aminoacidos semelhantes a

composigac do milho normal.

A composicao de aminodcidos do padrao € apresen-

tada na Tabela 1.

b

&




TABELA 1 - Composigao de Aminodcides em 100 ml de padrao.

Aminodcido Sigla Quantidade (umol)
Alanina ALA 1200
Glicina GLY 500
Valina VAL 500
Treonina TRE 400
Serina SER 600
Leucina LEU 1500
Isoleucina ILE L00
Norleucina NOR 380
Prolina PRO 1000
Metionina¥® MET¥ Lo
Acido aspartico ASX 600
Phenilalanina PHE 400
Acide Glutamico GLX 2000
Lisina L¥Ys 200
Tirosina TYR 200
Arginina ARG 300
Cisteina* CYS¥ 200

* Nas analises

efetuadas nao foram tomados os devidos cui-

~dados contra a oxidagao de metionina e cisteina. Assim ,

nao houve recuperacao destes dois aminoacidos.




4. RESULTADOS E DISCUSSAD

4.1. - Embebicdo e peso fresco de endosperma durante a germi-

nacao.

0 periodo inicial da germinacao € caracterizado
por uma entrada de 5gua na semente que iri depender das carac
teristicas fisicas e quimicas do endosperma. Assim, a composi
¢30 de carboidratos, ions, protefnas e aminodcidos livres ira
determinar a quantidade de &gua que o grao ird absorver nes

te periodo. Com® embebicio os tecidos se hidratam e o  peso
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fresco da semente aumenta até atingir um patamar para depois
decrescer (LEOPOLD e KRIEDEMANN, 1975). &Estas oscilagoes no
peso fresco irao depender da quantidade de agua que entra na
semente e da matéria seca que esta sendo utilizada para o

crescimento da plantula.

As figuras 1A, 1B e 1C mostram as curvas de peso
fresco dos endospermas normais e mutantes das linhagens estu

dadas, durante os 10 primeiros dias de germinacao.

A andlise da figura 1A mostra que na  linhagem

ML 649 o padrao das curvas dos tipos normal e opaque-2 € pra
ticamenta o mesmo, sendo que o mutante tem seu peso fresco mé
ximo no 49 dia de embebigac, representando um aumento de 56%
em relagao ao peso fresco inicial. Por outro lado,o preso fres
co maximo do endosperma normal foi alcangado também no 49 dia
de embebigao, correspondente a um aumento de 43% em  relacdo

ao peso fresco inicial.

Na linhagem CP 577, tanto o endosperma shrunken,
como © normal, aumentaram o peso fresco até o 49 ou 59 dia
de embebicao (Fig. 1B), quando o mutante apresentou um  Deso
fresco 68% mais elevado que ¢ inicial, enquanto que no endos-

perma normal o aumento foi de 38%.

Na linhagem ML 674 (Fig. 1C), foram encontradas

diferengas ainda mais marcantes entre os endospermas normal e
et



FIGURA 1 - Peso fresco de endospermas normais (8--8) e
mutantes (0--0) das linhagens ML 649 (A) ,
CP 577 (B) e ML 674 (C) durante os primei -

ros 10 dias de crescimento.

~ Para cada ponto, as barras indicam o inter-

valo de confianga a 95% de probabilidade.
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mutante, durénte o periodo de embebigao.C endosperma shrunken—2,
no 7¢ dia de embebicao, teve seu peso fresco aumentado em
130% em relacao ao peso inicial. Por outro lade, no endosper-
ma normal, o peso fresco maximo foi alecangado no 39 dia de em

bebigdo, aumentando em 42% em relagac ao peso inicial.

Estes resultados indicam claramente que a quanti
dade de dgua que o endosperma pode absorver, depende das ca
pacteristicas fisicas e quimicas de suas reservas. Assim, al
teragOes nestas caracteristicas causadas por -essas mutagoes,
no periodo de formagdo dos graos, interferem também no compor

tamento do endosperma no periodo iniecial da germinagao.

ARRUDA (1982) estudando o desenvolvimento do en

dosperma durante a maturagao da semente, mostrou que o blo~

queio na sintese de amido, condicionado pelos genes shrunken
ou shrunken-2, determina um acUmulo de aglicares no endosperma
e é responsavel pela diminuigao no potencial osmStico deste
tecido, conseglientemente, a capacidade de absorcao de agua pe
la semente & aumentada. Esta redugao no potencial osmotico
levaria a uma diminuicao na taxa de incorporagac de matéria
seca pela semente em desenvolvimento, resultando numa reducao
do peso seco da semente madura dos mutantes em relacao as se
mentes nofmais. Esse autor notou, também, que o gene opaque—2
condiciona uma diminuigao no potencial osmotico da semente

que nao foi atribuldo aos carboidratos,como no caso do shrunken
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e shrunken-2, mas sim ao efeito deste gene na alteragao da
sintese de proteinas (BEEVERS, 1976), e/ou ao maior  actmulo
de ions no eﬁdosperma (GOODSELL, 1968; ARNOULD et aliZ, 1977b;
ARRUDA e SILVA, 1979b) que poderia atuar como agentes osmoti-
CoS .

A linhagem ML 674, portadora do gene sh2;(Fig. 1
C) foi a que apresentou as maiores diferengas para peso fres
co de endosperma, entre os tipos normais e mutantes. Isto pro
vavelmente deve-se ac drastico bloqueio na sintese de amido
causado por este gene, resultando num aumento da quantidade
de agﬁcé;es,mprincipalmente sacarose. Esta alteragao levaria
este endosperma a apresentar um potencial osmotico  bastante
reduzido, possibilitanto uma maior entrada de dgua no tecido
durante a germinacdo. Observa-se, ainda, que a quantidade de
aclGcares no endosperma condicionada pelos genes em estudo, es
t3 diretamente relacionada com ¢ aumento do peso fresco na em
bebicao. Assim, endospermas com maiores quantidades de aclca
res foram os que revelaram os maiores aumentos ne peso fresco,
em ordem decrescente, sh2, sh e 02. Por outro lado, os tipos
normais das linhagens estudadas comportaram-se de maneira sg
melhante, apresentando um aumento maximo que variou de 38 a

43% em relagao ao peso fresco inicial.

0s resultados das determinacOes do peso  fresco

de slhentes, durante a germinagao, mostram-se portanto,perfei
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tamente compativeils com os acontecimentos ocorridos no proces
so de enchimento do grao, durante a maturacao., Lstes efeitos
poderiam ser atribuidos aos baixos e altos potenciais osmoti
cos apresentados, respectivamente, pelos endospermas mutantes

e normais correspondentes.

b.2. - VariacOes no peso seco de endospermas e plantulas du

rante a germinacao.

0 crescimento inicial da plantula fol caracteri-
zado por uma diminuicac no peso seco do endosperma, acompanha
do pelo aumento no peso da plantula, indicande que as reser-
vas do endosperma foram degradadas e utilizadas para o desen

volvimento do embriao.

e

As cupvas de utilizacdo de matéria seca do endos
perma pela plantula em desenvolvimento (Fig. 2) sao bastante
semelhantes nas linhagens envolvendo os genes opaque=2 e
shrunken e seus respectivos normais. Assim ao longo de 10
dias, a plantula do mutante opaque-2 (Fig. 2A) usou 74% da ma
t8pia seca do endosperma e seu normal 68%, em taxas semelhan
tes, pois as curvas sao indistingiiiveis. Do mesmo modo, © mu

By
tante shrunken (Fig. 2B) usou 70% e seu normal 64%,tlambem em
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taxas iguais de transferéncia. O mutante shrunken-2 (Fig.2C )
e seu normal, entretanto, embora tenham usado 60 e 73% das
pesepvas dos endospermas, respectivamente, o fizeram em taxas

diferentes, conforme coeficientes angulares diferentes, facil

mente observados nas figuras 2C e 2F. Embora nas trés  linha
gens estudadas, o peso seco das plantulas no 109 dia tenha
correspondido a aproximadamente 40% do peso seco inicial do

endosperma, o mutante shrunken—-2 e seu correspondente normal
shio bastante distintos, com as reservas do endosperma normal

sendo hidrolisadas mais rapidamente que as do mutante. 0 mu

tante sh? apresentou um peso seco de plantula (Fig. 2F). 50%
inferior ao do correspondente normal e também bastante infe
rior aos outros mutantes estudatos. STYER et alii (1980) suge
riram que a redugao do peso seco de pléntulés she seria devi
do & quantidades inadequadas de peservas que este endosperma
oferece para o desenvolvimento da plantula. Isso parece indl
car que o fator determinante para o desenvolvimento e conse
qliente acumulo de matéria seca na plantula, € o efeito desses
genes nNo acumulo de matéria seca no endosperma em desenvolvi-
mento. Embora a transferencia de material do endosperma sh2,
no presente caso, tenha ocorrido em taxa bastante inferior
aos demais endospermas em todos os tipos analisados, © peso
seco das plantulas ficou sempre na faixa de #0% do peso seco

iniecial do endosperma. Essa resposta uni%?rme em mutantes tao
i

:
i




FIGURA 2 - Peso seco de endospermas (A, B e C) e plan
tulas (D, E e F) das linhagens estudadas ,

durante a germinacao.

- Para cada ponto, as barras indicam o inter

valo de confianca a 95% de probabilidade.

&
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diferentes, indica a existéncia de um outro sistema genético
de agao mais ampla que o condicionando pelo mutantes estuda
dos.

A tabela-2 mostra o periodo em que 50% da - maté
ria seca e nitrogénioc do endosperma sao utilizados pela plan-
tula durante a germinacao. Este ponto foi escolhido arbitra -
riamente, e usado somente como referencia para se poder compa
rar a taxa de utilizac@o de nitrogénio com a de carboidratos,
jd4 que estes Ultimos perfazem 80% do peso da matéria seca do
endosperma. 0Os resultados mostram que tanto para a utilizagao
do nitrogenio, como da matéria seca, os tipos normais das
tres linhagens s&o bastante semelhantes, utilizando 50% do ni
trogénio ao redor do 59 dia e 50% da matéria seca, ao  redor
do 79 dia. Nos mutantes, o periodo de utiligagao de 50% do ni
trogénio variou de 4 a 9 dias, dependendo do gendtipo estuda
do. Para o usc de 50% da matéria seca, houve uma variagao de
6 a 8 dias. De um modo geral, também nos mutantes, as reser-
vas nitrogenadas foram utilizadas mais rapidamente que as vre
servas de carboidratos. Este fato foi observado por outros au
tores e parece ser comum em cereais (FOLKES et qlii, 1952 3
INGLE et alii, 1964; SUTCLIFFE e BASET, 1973; MONTEIR0O,1980).

Esse Ultimo autor observou, em milho, que a maior atividade

amilolitica ocorre ao redor do sexto dia de germinagao, en

quanto que o pico da atividade proteolig%ca ocorre entre o 39




Tabela 2 - Periodo (dias) de utilizagdo de 50% do nitroge

nio e matéria seca pelas diferentes linhagens

durante a germinacao.

Linhagem Endosperma Nitrogenio Matéria Seca
ML, 649 opaque—2 6 6 - 7
normal 5 7 - 8
ML 674 shrunken—2 4 5 - 6
normal 5 6 - 7
CP 577 shrunken g8 - 9 8 - 9
normal 5 - B 7 - 8




e 40 dias de germinagdo. A ocorréncia do pico da atividade
proteolitica anterior ao da atividade amilolitica, explica
perfeitamente a utilizagao mais rdpida das reservas nitrogena
das pelo embriaoc em desenvolvimento observado no presente tra
balho.

Com relacao ao efeito de tipo de endosperma neg
sas duas caracteristicas cobserva-se gque, ao contrario dos neor
mais, os tipos mutantes das linhagens estudadas apresentaram
diferencas entre si, e também mostraram-se distintos dos nor
mais correspondentes. Os genes 02, gh e sh2, portanto, inter
fepem claramente na época de atuagdo destas enzimas durante a
germinacao.

A Figura 3 mostra os dados referentes ac peso Sg
co total, isto &, endosperma + plantula f3A; Be C), e nitro
génio total (3D, E e F) durante a germinacgdo. 0s ' intervalos
de confianga nao foram aqui colocados em funcao dos pegquenos
desvios de regressdo. Nota-se que a quantidade de nitrogenio
total permanece praticamente constante em todos os tipos de
endosperma. O peso Seco total, entretanto sofre um decréscimo
diarioc, em taxas iguals, tanto no normal, como no mutante. No
100 dia de germinacdo a linhagem ML 649 apresentou um decrés-
cimo de 35% no peso seco total para o mutante 02 e 31% para
o tipo normal (Fig. 3A). Na linhagem CP 577 o mutante sh e

seu normal (Fig. 3B) apresentaram um decréscimo de 28 e 33%




FIGURA 3 - Quantidades totais (plantula + endosperma),
em mg, de peso seco (A, B, C) e nitrogenio
(D, E, F) durante a germinacao e inicioc do

desenvelvimento das linhagens estudadas.
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respectivamente. Finalmente, na linhagem ML 674 o mutante gh?2
teve um decréscimo de 31% e seu normal 35% no pesc seco to
tal (Fig. 3C). Estes decréscimos relativamente uniformes, que
oscilam ao redor de 30%, em endospermas distintos devem— se
provavelmente as perdas de energia utilizadas, principalmente,
na respiracao, como sugeriram DURE (1960a), OAKS e BEEVERS
(1964) e BEEVERS e GUERNSEY (1966).

0 fato das taxas de perdas serem bastante seme
lhantes nos normais e mutantes, sugere indiretamente, que os
genes estudados parecem nic afetar a taxa de respiragao, que
provavelmente depende de outro sistema genético que controla
a demanda de energia para © suprimentoc celular durante o cres

cimento da plantula.

4.3. - AlteracOes no conteido de nitrogénio no endosperma e

na plantula durante a germinagao.

As alteracoes no conteido de matéria seca do en
dosperma e plantula devem-se nd3o s6 a mudangas na quantidade
de carboidratos, como também na de nitrogénio.

A maneira pela qual a plantula utiliza as vreser

vas nitrogenadas esta representada ndPrig. 4. Em todas as 1i




lqol

nhagens estudadas observou-se um decréscimo diario na quanti
dade de nitrogénio do endosperma com um conseqilente aumento
desse elemento na plantula. De um modo geral, entre as linha
gens estudadas, as versoes normais utilizaram as reservas de
nitrogénio mais rapidamente que os mutantes. Nota-se também ,
que as diferencgas entre as curvas dos normais e dos mutantes
se pestringem aos & primeiros dias de germinacao. Assim, no
6¢ dia apds a embebicio, na linhagem ML 649 o mutante opaque-2
e seu normal (Fig. %A) utilizaram cerca de 44 e 63% do nitro
génio do endosperma, respectivamente. Para a linhagem ML 674,
no mesmo periodo analisado, o mutante shrunken-2 utilizou 63%
do nitrogénio do endosperma, enquanto seu normal 72% (Fig. 4C).
Por outro lado, na linhagem CP 577, ndo foram detectadas dife
rengas entre ¢ mutante e o normal, no 69 dié, embora suas cur
vas tenham sido bastante distintas nos 6 primeiros dias de
germinagio, com o mutante shrunken utilizando o nitrogenio

em uma taxa bem mais lenta do que o normal.

MONTEIRO (1980) mostrou que no mutante opaque-2
as atividades amilolitica e proteolitica sao menores que nNoOS
tipos normais. Se esse mesmo tipo de efelto ocorresse também
nos mutantes shrunken e shrunken-2, poder-se-ia explicar as
maiores taxas de utilizacao de nitrogenio nos endospermas nor
mais, em relagao aos mutantes, basendo-se na maior atividade

.
enzimathsa encontrada no endosperma COMUM.



FIGURA 4 - Contelido de nitrogénio (mg) em endc:ieo mas
(A, B, C) e plantulas (D, E, F) durante a

germinacao das linhagens estudadas.

g



ML 648

()
L
-k 5 5 .y - . T ¥
g & = 2 K& €
CINgd /6w N : Y _ 71 /5
. (INY1d/ bW N CINYd/BWI N
_ a
: ; E
[y IR ~ <
o2 B R NGE
w 0 =
11 " o [ _ g 11
é m () * M = M-u
ha A @
Lo =
- -] . &
[
<{ . o m L w .
i 4
e wT
s i
.hs\ ] b N
$o r
Hﬂm g Gt 7 “ .mr
2 § & ] 2 R
(ANT7BWIN CON3/BU N



SH2.

J4 demonstramos que a utilizagdc de  nitrogenio
no endospeérma, durante a germinagao, precede a utilizagao de
carboidratos. Isso implica que a relagdo nitrogénio/ carbono
(N/C), ou mais indiretamente, entre nitrogénio/matéria  seca
(N/MS) deve mudar durante a germinagao. Como mostra a tabela
3, a porcentagem de nitrogenio tanto nos normais como nNos mu
tantes decresce, de um modo geral, até o 69 ou 7¢ dia e entao
sobe novamente. Observa-se de maneira. geral, que apos o 4e
dia, os mutantes apresentam-se com maior porcentagem de nitro
génio no endosperma que os normals, possivelmente em fungao
da utilizacao mais lenta do nitrogénio da semente, como foil
visto anteriormente. Entretanto, parece nac ocorrer diferen-
cas genéticas entre os mutantes estudados.

O cgmportamento da porcentagem de nitrogénio,tan
to nas sementes normais como nas mutantes, ao longo da germi
nacac, difere bastante do que ocorre durante o desenvolvimen-
to da semente, onde a relacao N/C permanece’ praticamente inal
terada durante o desenvolvimento do endosperma (ARRUDA e
STILVA, 1982). Desse modo esses genes parecem nao afetar a re
lacao N/C do endosperma, tanto no desenvolvimento desse teci

do como na germinagao.

A porcentagem de nitrogénio nas plantulas (Tab.4)

tem um comportamento bastante diferente da do endosperma, cO

s . " " # ~
mecandc com niveis bastante elevados no infcioc da germinagaoc
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e reduzindo a niveis praticamente iguais nos diferentes endos
permas, COM excegéo do opaque-2 que parece Ter uma porcenta -
gem maior. Essa tendéncia pode ser explicada em conseqliencia
da alta porcentagem de proteinas encontradas inicialmente no’
embridc, antes da germinacdo (SODEK, 1973; TOSELLO, 1878), e
também devido ao fornecimento de nitrogénio a plantula pela a
¢ao precoce das proteases. Com isso ocorre uma malor entrada
de nitrogénio, em relagdo a carboidratos, nos primeiros esta
gios da plantula. Com o desenvolvimento, além da hidrdlise das
proteinas armazenadas no embriac inicia-se o transporte de
carboidratos a plantula pela agao das amilases. Portanto es

ses mecanismos explicam a alta porcentagem de nitrogenio no

inicio da germinagac com uma gqueda gradativa até o 109 dia.

4.4, - Variagio nas quantidades de aminocdcidos durante a ger

W

minagao.

Na semente, os aminodcidos podem ser encontrados
formando as proteinas estyuturals e de reserva, ou ainda como
aminoacidos livres. Em plantas anuais, o desenvolvimento das
sementes & acompanhado pela senescencia das folhas,sendo gque

- ~ . . 0
as proteinas das folhas sao hidrolisadas e os predutos  trans
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locados para a semente (BEEVERS, 1976). A composigac de amino
Gcidos da semente difere bastante do "pool" de aminodcidos
da folha. Assim, no endcosperma, mecanismos de sintese e cata
bolisme de alguns aminoacidos devem ser ativados para que se
atinja a quantidade adequada para ©O desenvolvimento da semen

te (BEEVERS, 1976).

No milho, os amincacidos translocados em maiores
quantidades para o endosperma, No periodo de enchimento do
grio, sio a glutamina, que representa 20 a 30% do "pool"  de

aminoacidos, e a asparagina com 9 a 12% do total  (ARRUDA e

SILVA, 19823. Em varias espécies de plantas essas amidas a
tuam como transportadoras de nitrogenio da planta para o en
dosperma (SODEK e WILSON, 1871; ATKINS et alit, 19753 PATE
et alii, 1975; LORENS, 19763 MIFLIN e LEA, 1977; SODEK e

SILVA, 1977; ARRUDA e SILVA, 1982). Os aminodcidos transloca-
dos para a semente podem ser mantidos intactos ou transforma-
dos em outros aminodcidos antes de sua incorporacac nas pfé
tefnas, conforme a agio de varios genes. Estas proteinas sao
em seguida, hidrolisadas no processo de germinacao, € o0s ami
noicidos liberados para o desenvolvimento da plantula.Como a
composicdo de aminodcidos muda bastante sob a agao dos genes
que atuam no endosperma, tem-se grande interesse em saber co

mo estes aminoacidos serdo utilizados na germinagaoc, nos dife

rentes mutantes de milho.



L7,

A analise comparativa entre aminocacidos de semen
tes ou plantulas normais e mutantes sera sempre feita com ba
se em dados representados sob a forma de micromol (pmol %).Is
to porque, tanto endospermas Como plantulas normais e mutan -
tes, apresentam quantidades diferentes de matéria seca, fator
esse que poderia mascarar o efeito dos genes em estudo. Como
durante a hidrdlise dcida, a asparagina e a glutamina 530
convertidas em dcido aspartico e dcido glutamico, respectiva-
mente (SODEK e WILSON, 1971), estes aminoacidos serac  repre
sentados pelas abreviaturas ASX (4cido aspartico + asparagl -

na) e GLX (dcido glutamico + glutamina).

A anilise dos varios endospermas, antes da embg
bicao, revelou que a quantidade de alguns aminoécidos € Dbas
tante diferente, quando se compara sementes normais e mutan -
tes de uma mesma linhagem, ou mesmo entre mutantes de 1linha

gens diferentes (Tab. 5).

Assim, na linhagem CP 577 a principal diferencga
condicionada pelo gene shrunken & um aumento de 45% na quan-
tidade de LYS em relacdc ao tipo normal. Na linhagem ML 674,
o gene shrunken-2 peduz 27% do conteldo de LEU em relagao ao
endosperma normal, e aumenta as quantidades de LYS e GLY en
100 e 57%; respectivamente, Na linhagem ML 649, o mutante
opaque-2 aumenta o conteiido de GLY em 100% e em 87% o de LIS,

ao mesmo tempo géduz em 38 e 28% as quantidades de LEU e GLX
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L9,

respectivamente, em relacao ao endosperma normal.

Estudando, por outro lado, a composicao de amino
dcidos de endospermas normais antes da germinacao (Tab. 5),ve
rifica~se que nas tres linhagens estudadas, a composicao de a
minoicidos 6 bastante semelhante, indicando que a quantidade
relativa dos varios aminodcidos tem um controle genético bem

caracteristico.

A composicdo de aminoicidos de plantulas prove -
nientes dos diferentes endospermas revelou que, na linhagem
ML 649 (Tab. 6), portadora do gene opaque-2, 0S tipos normais
apresentam mailores quantidades de ASX, PHE e TYR que oS muy
tantes, enguanto gque esses apresentam quantidades de LYS e
GLX superiores aos tipos normais. Desse modo, o gene opaque=2
parece nao somente modificar a composigdo de aminoacidos do
endosperma, mas também da plantula, porém de maneiras distin

tas daquele que opera no endosperma.

&

Em plantulas provenientes do endosperma shrunken-2
a quantidade de  ASX e LYS foram superiores as observadas em
plantulas normais (Tab. 7), onde o nivel de ALA foil superior
aos mutantes. Assim, a semelhanga do opaque-2, 26 gene
ehrunken-2 estaria alterando a composigdo de aminodcidos do

endosperma e da plantula, porém de modos distintos.

Na linhagem CP 577, n3o foram detectadas  dife-

rengas significativas entre plantulas provenientes de endos
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permas normais e mutantes (Tab. 8), mostrando assim que © ge
ne shrunken,praticamente ndo altera a composigao de aminodci~-

dos, tanto de endosperma como de plantula.

Comparando-se a composigao de aminodcidos de en
dospermas (Tab. 5) com a de plantulas (Tabs. 6, 7 e 8)das di
ferentes linhagens, fica claro que, independente do gendotipo
do endosperma, os aminoacidos mais importantes nas sementes
s30 GLX, ALA, LEU, PRO e GSER, enquanto‘que nas plantulas os
nais pelevantes 3o ASY, ALA, GLY, SER e LEU. Logo os que apa
rentemente necessitam de menor interconversao sao ALA, LEU
e SER. Os outros aminoacidos do endosperma, GLX e PRO, devem
portanto, ser interconvertidos em outros de maior importancia

para a plantula, como o ASX e GLY.

Fstes resultados mostram ainda que independente
do genétipo do endosperma, o GLX € o aminodcido- diagndstico
para as sementes, enquanto que ASX & o aminodcido-diagndstico
para a plantula de milho. Isto significa que tanto sementes
como plantulas deste cereal podem facilmente ser diferencia -

das por estes dois aminodcidos.

As figuras 5, 6 e 7 mostram as quantidades de a
minodcidos nos endospermas durante a germinacgio. Nota-se que
todos os aminoacidos sao utilizados para © crescimento da
plantula, porém em quantidades diferentes. 0s amincacidos pre

sentes em maiores quantidades no endosperma, antes da germi-
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FIGURA 5 - AlteracOes no contelido de cada aminodcido (mg)
no endosperma da linhagem ML 649 normal (8--8) e

opaque~& (0~--0) durante a gerninagao.
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nagao, sdo os mais utilizados em quantidades absolutas duran-
te a germinagdo, porém o aproveitamento desses aminodcidos pa
rece variar nas linhagens estudadas. Assim, comparando-se a
quantidade final de cada aminodcido (99 dia de germinagao)com
a quantidade inicial, tem-se uma idéia de como estes aminoaci

dos estZo sendo utilizados pela plantula.

Na linhagem ML 649 (Fig. 5) observa-se que os a
minodcidos que ocorrem em maior abundancia no endosperma an

tes da germinacao saoc LEU, ALA, PRO e PHE.

Nota=se que no normal as quantidades iniciais
destes aminoacidos sdo bem maiores que no opaque-2, € no fi
nal da germinacdo, sdo reduzidos a quantidades iguais. Isto
indica que a interconversio de aminoacidos em sementes nor

mais € maior que nos mutantes,

De modo semelhante, na linhagem ML 674 (Fig.®6),
os aminocacidos mais abundantes no endosperma antes da germi-
nacao sdo GLX, LEU, ALA e PRO que no inicio (dia zero)  tam
bém apresentam~se em maiores quantidades nos endospermas nor
mais do gue nos mutantes e sao reduzidos a gquantidades seme
lhantes no final da germinacao indicando, também nessas linha
gens, que a interconversdo de aminocdcidos em sementes normais

€ maior que no mutante.

Por outro lado, na linhagem CP 577 (Fig. 7), as




FIGURA 6 - Alteragdes no conteldo de cada aminoacido {(mg)
no endosperma da linhagem ML 674 normal (8--@)

e shrunken-2 (0--0) durante a germinagao.



.56,

ERTE ER

-

(puasdsopus/Bu) SOGIDYONIWY




FIGURA 7 - Alteracdes no conteldo de cada aminodcido (mg)

no endosperma da linhagem CP 577 normal (8--8)

e shrunken (0--0) durante a germinagao.
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quantidades de aminodcidos no inicio da germinagao sao bastan
te semelhantes entre endospermas normais e shrunken. No final
da germinagao, estes aminoacidos sdo reduzidos a quantidades
também semelhantes nos endosperma normal e mutante, indican-
do que nesta linhagem ndo existem diferencas quanto a taxa

de metabolismo de aminocdcidos nos dois gendtipos.

Estes resultados mostram claramente gque os amino
dcidos que ocorrem em maior abundancia no endosperma, de uma
maneira geral, sao os mesmos que ocorrem tanto em endosper -
mas normais como nos mutantes, sao também os mals utilizados
pela plantula. As figuras 5, 6 e 7 mostram ainda que, indepen
dente do genotipo e da guantidade de aminoacidos do endosper-
ma, todos os aminoacidos sdo utilizados pela plantula. Assim,
o processo fisiolSgico que controla a utilizagao de aminoaci-
dos do endosperma, pela plantula, nao deve depender apenas
do controle dos genes gue atuam nha formagao da semente, mas

sim a um controle mais amplo, possivelmente poligénico.

As figuras 8, 9 e 10 apresentam as gquantidades
totais de cada aminodcido (mg/endosperma + mg/plantula) duran
te os nove primeiros dias de germinacao. Observa-se que a quan
tidade total de um aminoidcido permanece constante ou sofre um
decréscimo, © que indica a preseﬁga de catabolismo. Além dis
S0, COMO Caso inico, o ASX apresenta um aumento bastante sig

nificative, em todas as linhagens estudadas, indicando a sig




FIGURA 8 - Quantidade total (endosperma + plantula) de
cada aminoacido (em mg) na linhagem ML 649
normal (#~-8) e opague-2 (0--0), durante a

germinagao.
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FIGURA 9 - Quantidade total (endosperma + plantula) de
cada aminodecido (em mg) na linhagem ML 674

normal (#--8) e shrunkenwg durante a ge}j‘mi

nacao.
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FIGURA 10 - Quantidade total (endosperma + plantula) de
cada aminodcido (em mg) na linhagem CP 577

normal (8--8) e shrunken (0--0) durante a

germinagao.
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tese deste aminoicido no periodo de desenvolvimento da plan-
tula. Numa analise individual, observa-se que o mutante opaque
2 (Fig. 8) € responsavel por uma redugao de 57% na quantidade
de PRO, e um aumento de 64% na quantidade de ASX,enquanto que
todeos os outros aminodcidos permanecem em niveis praticamente
conétantes. Nos tipos normais, ja ocorrem maiores mudangas ,
havendo uma reducao de 45% na quantidade de ALA4, 57% de LEU,
71 de PRO e 62% de GLX , que, como ja foi mostrado anterior -
mente, sio os aminodcidos mais abundantes no endosperma. FPor
outro lado, o ASX¥ € o UGnico sintetizado em grande escala,apre

sentando um aumento de 83%.

0 endosperma opagque—2 apresenta niveis de LEU,
GLX, PRO e ALA inferiores ao tipo normal. Isto porgue o gene
opaque-2 condiciona uma severa redugdo na quantidade de zeina,
que é bastante rica nestes aminodcidos (MERTZ et ali?, 1964 3
JIMENES, 19663 MOSSE et alii, 1966, MURPHY e DALBY, 1971  ;
DALBY e TSAI, 1975; ﬁEE et alii, 1876), e um aumentc nas fra
cbes de aminodcidos livres e glutelinas. Como ja fol visto,as
taxas de catabolismo desses aminodcidos durante a germinagao
do opaque-2 também sdo menores do que as encontradas no endos
perma normal correspondente. Essas informacoes indicam que no

endosperma opaque~2 OCOrre um menor nimero de interconversoes

de aminoicidos do que no endosperma normal, o que também foil

evidenciado indiretamente por MONTEIRO (1989) g, encontrou u
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ma reduzida atividade de transaminase neste mutante. Assim, ©
balanco de aminodcidos do endosperma opaque-2 & bastante seme

lhante ao requerido pela plantula em desenvolvimento.

Na linhagem ML 674 (Fig. 9), o catabolismo de a
minodcidos, quando analisado em termos percentuais, foi seme
lhante em endospermas normais e shrunken-2. Assim, OS aminoa-
cidos mais abundantemente catabolizados no endosperma normal
fopam ALA (36%), LEU (59%), PRO (68%) e GLX (58%), enquanto
que no mutante as taxas de catabolismo foram de 33, 48, 67 e
55% respectivamente. Do mesmo modo qué na linhagem ML 649, o©
Gnico aminodcido sintetizado & o ASX, com um aumento de 300 %
no normal e 400% no mutante. Esta linhagem também apresenta
claras redugdes nos niveis totais dos aminoacidos que ocorrem

em malor quantidade no endosperma.

0 mutante shrunken, por sua vez, nao  apresenta
diferencas significativas em relagdo ao tipo normal (Figziﬂ),
quanto aoc catabolismo de aminodcidos. Apenas a leucina mos
tpou uma certa diferenca nos dois tipos. Os aminodcidos mais
abundantemente catabolizados no mutante sao LEU (35%), PRO
(60%), GLX (55%) e ALA (28%). No tipo normal, o catabolismo

de aminoacidos foi bastante semelhante apresentando  valores

de 55, 60, 58 e 32%, respectivamente. A quantidade de ASX

cpesce bastante também nesta linhagem, revelando um aumento

de 200% no mutante e de 300% no normal correspendente.
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LARSbN e BEEVERS (1%64) e CHITTENDEN et alit
(1978) mostraram que durante a germinagdc, a fragao de amingo
Zcidos livres aumenta. Por outro lado, SODEK e WILSON (1973 )
estudando metabolismo de aminodcidos durante a germinagao do
milho, verificaram um aumento bastante grande na quantidade
de dcido aspartico em plantula de 6 dias. Assim, os aumentos
veprificados, neste trabalho, na guantidade de 48X, provavel -
mente devem-se 4 mudangas na fragio de aminodcidos livres

da plantula.

As Figuras 11, 12 e 13 mostram as quantidades de
aminoacidos nas plantulas das diferentes linhagens durante a

germinagao. Comparando-se a quantidade de AS5X na plantula, no

Gltimo dia de germinacao, com a presente no endosperma, an
tes da germinagao, verifica-se que a quantidade de AS5X na
plantula é bem maior que a do endosperma. Isto indicaria

que a sintese de ASX poderia ocorrer na plantula; no escutelo,
no caminho do endosperma para a plantula ou na plantula, apos

a translocacao do endosperma.

Trabalhos realizados por SODEK e WILSON (1870) e
SILVA e ARRUDA (1979), indicaram que o excesso na quantidade
-de um aminodcido, que chega a semente durante seu desenvolvi-
mento, poae ser catabolizado no endosperma. Esse & o caso da
lisina, no endosperma opaque-2, e ASX e triptofano nos endos

permas opaque-2 enormal (ARRUDA e SILVA, 1985%. Do mesmo mo



FIGURA 11 - AlteracOes na quantidade de cada aminoacido
(mg) durante o crescimento inicial de plan-
tulas da linhagem ML 649 normal (8--8)

e

opaque=-2 (0--0).
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FIGURA 12 - Alteracdes na quantidade de cada aminoacido
(mg) durante o crescimento inicial de plan-
tulas da linhagem ML 674 normal (&--9) e

shrunken—-2 (0--0).
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FIGURA 13 -~ Alteracdes na quantidade de cada aminoacido
(mg) durante o crescimento inicial de plan
tulas da linhagem CP 577 normal (8--0) e

shrunken (0--0).
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do, na germinacdao, somente os aminodcidos presentes em exces-
so irao sofrer interconversao, como sugeriram FOLKES e  YEMM
(1958) e SODEK e WILSON (1973). Desse mocdo, o nitro -
génio dos .aminoacidos que sofrem catabolismo, notadamente
GLX, LEU, PRO e ALA, ira provavelmente ser utilizado na sin
tese de ASX, bastante abundante em plantulas. Além disso,quan
do se compara os tipos normais das tres linhagens, nota- se
que a taxa de catabolismo de aminocdcidos € bastante semelhan-
te para LEU, PRO e GLX. Isto parece indicar que o controle ge

nético do catabolismo destes aminodcidos € provavelmente  de

terminado por um sistema poligénico.

Por outro lado a sintese de 45X ocorre tanto em
plantulas de endospermas normais como em mutantes, com taxas
diferentes. Este fato sugere que o controle da sintede de ASX
na plantula depende nao sG do genotipo do endosperma como
também de outros genes que atuam na plantula, durante o  seu
desenvolvimento. Os resultados obtidos indicam também que o

ASY tem um papel importante nos processos metabdlicos gue ]

correm na plantula durante o periodc inicial da germinagao.




5. - .CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitiram 1
dentificar caracteristicas que sao condicionadas pelos genes
opaque—-2, shrunken e shrunken-2, bem como outras independen

tes desses sistemas genéticos.

1. - Caracteristicas afetadas pelos genes opaque~5

gshrunken  shrunken—-2 .

. Os locos opaque-2, shrunken  shrunken-2  afe

tam o processo de absorg%@ de dgua durante a germinagao de



sementes mutantes, devido as alteracdes fisicas e quimicas
condicionadas por estes genes durante o desenvolvimento do

endosperma.

. Durante a germinacdo, estes genes interferem
nas épocas de atuacdo das enzimas amildceas e proteoliticas,
fazendo com que a matéria seca e as reservas nitrogenadas
sejam utilizadas em épocas distintas. Os genes opaque-2 e
shrunken—2 condicionam uma utilizacao mais lenta das reser-
vas do endosperma durante a germinagao, enquanto que o gene

shrunken pouco afeta essa caracteristica.

. Os genes opaque-2 e shrunken-2, além de alte
rarem a composigao de aminodcidos do endosperma, afetam tam
bém a composicio de aminodcidos da plantula, porém de modos
distintos. Todavia o teor de lisina no endosperma e plantula

destes dois mutantes € bem superior aos tipos normais.

Da

. A composigido de aminodcidos de  endosperma
opaque-2 & bem semelhante a requerida pela plantula, © que

nio é verdadeiro para os mutantes shrunken e shrunken-2.

. 0 metabolismo de aminoicidos nos endospermas
opaque-2 e shrunken-2 € menor do que nos endospermas normais
correspondentes. Isso entretanto nao ocorreu para o mutante

shrunken.




o Lo

2. Caracteristicas afetadas por outro sistema genético, inde

pendente dos gentes opaque-2, shrunken e shrunken-2.

. Durante a germinagao, as reservas nitrogenadas
do endosperma sac utilizadas mais rapidamente que as reservas
amil&ceas, tanto em endospermas normais como nos mutantes. Is
so faz com que a relacac entre nitrogénio e matéria seca, ou
mais indiretamente nitrogénioc/carbono, difira bastante no en
dosperma, na germinacdo e durante a formagao da semente. Con
seqilentemente, no infcio do desenvolvimento, a porcentagem de
nitrogénio & bastante elevada na plantula, fator esse  incre
mentado pela alta porcentagem de proteina encentrada inicial-

mente no embrizo.

. 0 peso seco total (semente + plantula) sofre
significativos decréscimos durante a germinagao, que  podem

ser atribufdos a perdas respiratdrias.

. A alta concentracdo de GLX no endosperma e
ASX na plantula, faz com que estes aminoacidos caracterizem

perfeitamente cada uma destas partes.

. Os aminoacidos que ocorrem em maior abundancia
no endosperma, ou seja, em ordem decrescente,GLX, LEU, ALA ¢

PRO $%o os mais utilizados pela plantula, durante a germinagao .




. A sintese de 45X, durante a germinacaoc & feita
provavelmente as expensas de esqueletos de nitrogénio resul

tantes do catabolismo de GLX, LEU, ALA e PRO.

O controle genético destas caracteristicas pare
ce nao depender dos genes opaque-2, shrunken e shrunken-2 ,
ja gue elas sao comuns a todos os endospermas estudados, tan
to normals como mutantes. Assim, deve existir outro sistema

genético de natureza poligénica, menos vulnerivel, que  pro

vavelmente & caracteriIstico da espécie.

&
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6. - RESUMO

Tres linhagens isogénicas de milho, cada uma
com dois tipeos de endospermas: o endosperma normal, do tipo
selvagem, condicionado pelo gene dominante, e o endosPérma
mutante, homozigoto para o alelo recessivo, foram utilizadas
para estudar o efeito dos genes opaquew2,shrunkeneashfwﬂen—Z

durante a germinagac. Cada um dos mutantes e os respectivos

.endospermas normais foram obtidos em uma mesma espiga atra

vés da autofecundacao de uma planta heterozigota para o loco

em questao.




O0s pesos fresco e seco e quantidade de nitroge -
nio foram analisados diariamente em endospermas e plantulas
durante dez dias de germinagdo, a 27°C e no escurc.Nesse pe
riodo estudou-se também o metabolismo de aminodcidos nos di

ferentes endospermas e plantulas.

0Os resultados obtidos indicaram que a quantidade
de Agua absorvida pelos varios endospermas durante a embebi
- - . - . -~ - - .
gao, esta relacionada com as caracterlsticas fislcas e quiml
cas deste tecido. Os endospermas com maiores quantidades
de aclicares, e portanto, com os menores potenciais osmoticos,
em ordem decrescente, sh2, sh e o2 apresentaram também 08

maiores aumentos no peso fresco.

A utilizagdo de matéria seca, ou indiretamente
de carboidratos, fol semelhante nos mutantes e nos tipos nor
mais. Desse modo, a transferéncia de matéria seca do  endos
perma para a plantula parece depender de um sistema genéti-

co diferente daguele governado pelos genes que atuam na for

magao do endosperma.

0 peso seco total (endosperma + plantula) sofreu
significativos decréscimos, durante a germinagao, gque podem
ser atribuidecs a perdas respiratérias. A taxa de perda nos

varios gendtipos fol semelhante, indicando que essa caracte-

ristica nao depende de genes que atuam na formagao do endos
i
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perma. As plantulas provenientes de endospermas normais, ﬁti
lizaram as reservas nitrogenadas mais rapidamente que as pro
venientes de endospermas mutantes, e as diferencgas entre as
curvas de tipos normais e mutantes ocorreu nos seis primei ~

ros dias de germinagao.

A porcentagem de nitrogénio no endosperma,ac con
trario de manter-se constante, como ocorre durante a forma
cao da semente, decresce até o 69 ou 79 dia, tanto nos tipos
normais, como nos mutantes. Nas plantulas, a concentracao de
nitrogénio no inicio da germinacdo € maior nos mutantes gque
nos tipos normais, e no décimo dia de germinagao essa dife
renga,é praticamente nula. Esses resultados sugerem que, um
outro sistema genético, diferente do que atua na formagao
do endosperma,.parece atuar durante a germinagae, condicio -
rando a relagao nitrogénio/carbono na plantula em desenvolvi

mento.

L

Para o estudo do metabolismo de aminodcidos - du
rante a germinagao foram feitas analises de aminodcidos em
endospermas e plantulas.Ficou evidente que a composicao de
aminodcidos do endosperma, antes da germinacio, tem um  sis

tema genético que permite pouca variacido fenotipica.

Por outro lado, ficou demonstrado que os genes

02 e sh2 modificam a composicao de aminocdcidos das plantulas,
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porém de maneira diferente da que ocorre no endosperma.. Os
resultados indicam também que o alto teor de GLX € caracte -
ristica do endosperma, enquanto o alto teor de ASX caracte-
riza a plantula, independentemente do gendtipo do endosper-

ma e da plantula.

A anilise da quantidade total de cada aminoacido
durante a germinacao indicou que somente ASX € sintetizado ,
enquanto que LEU, PRO e ALA s3o os aminodcidos mais abundan
temente catabolizados, provavelmente atuando como fornecedo-

res de nitrogénio para a sintese de 4SX.

i



7. SUMMARY

Three isogenic inbreads of malze were used  to
study the effect of the opaque-2 (02), shrunken {(sh) and
shrunken-2 (sh2) genes during germination. One inbread had
two types of endosperm; one homozygote for the 02 gene and
the other for the 02 gene. A second line had also two different
endosperms: one homozygote for the sk allele and the
other for +the Sh allele. Finnaly, a third inbread
line with also two types of endosperms; one homozygote
-for the s#2 gene and the other for the allele.Each mutant and his

normal endosperm were produced in a same ear of an inbread by | self
£
i
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pollinating of a heterozigote plant for the pertinent locus.

Fresh and dry weight and nitrogen content were
analysed daily in both endosperms and seedlings, along ten
days, during germination at 27°C in the dark. The aminoacid

metabolism were analysed in both endosperms and seedlings.

Data showed that the amount of water absorbed
by the endosperm during imbibition depends on both physical
and chemical characteristics of this tissue. The mutant
endosperms with high sugar content and therefore with low
osmotic potential, in decreasing order sh2, sh and o2, were
also the ones that showed high increases in endosperms fresh
welght.

Normal and mutant endosperms had similar pattern
in terms of utilization of both dry matter and carbohydrates.
Thus, dry matter transference from endosperm to seedling
appears to be controlled by a different genetic system other
than the one governed by the genes that act in-endOSperm

formation.

Total dry weight (endosperm + seedling) decreased
- significantily during the germination period. This fact might
be attributed to respiratory losses. As rate of loss was

similar in the six genotypes, it may suggest that this trait
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is not condittioned by either 02, sh2 and sh genes.

The proteolitic effect of enzymes appeared earlier
then amylolytic activity, during germination. The genes 02,
sh and sh?2 apparently control the time of action of these

enzymes.

Seedlings from normal endosperms use nitrogen
reserves more rapidly that those from mutants endosperms,
and differences between them seem to occurs in the first six

days of germination.

The nitrogen percentage of endosperms during
germination was not constant as it was during seed formation,
decreasing till the sixth or seventh day, in both normal and
mutant types. The concentration of nitrogeﬁ:in the seedlings
at the beggining of germination is higher in the mutants |
than in the normal counterparts. This difference disappears
at the 10th“ day of germination. This results indicates that
a distinct genetic system, different from the one that acts

on endosperm formation, seems to condition nitrogen/carbon

ratio during seedling development.

It was alsco demonstrated that the o2 and skl

- genes affect aminoacid composition of seedlings, however in

different pattern they act in the endosperms. It was shown

that high levels of GLX is an endosperys characteristic, while




high content of ASX is a seedling characteristic, and both
traits are not dependent from either endosperm or seedling

genotype.

Aminoacid analysis indicated that only 48X is
synthesised, while LEU, PRO and ALA are catabolised. This

indicates that LEU, PE0O and ALA are the main nitrogen

source of ASX synthesis.
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