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i. INTRODUGAD

0 milho, devido 3 sua alte produtividade, é o ce
real gue produz a maior quantidade de calorias & proteinas
por unidade de area {JOHNSON e LAY, 1874). O seu valor ali
menticio pode - ser analisado pela composigac quimica
das sementes gue apresentam, em media, 83,0% de carboidra -
tos, 4,9% de 6leo e 10,6% de proteinas. O amido & a substan
cla gue existe em maior gquantidade, correspondendo a8 cerca
de 70% do peso seco da semente. lLocaliza-se principalmente
no endosperma, constituindo gm média 85% da matéria saca
desse tecido. Os aglcares, por outro lado, representam so-

mente 2Z,5% do peso do endosperma.

A composicao de carboidratos da semente 7 varia
consideravelmente durante o desenvolvimento, havendo uma re
lagéo estreita entre umidade, aglcares rsdutores, sacarose,
amido e peso seco do grac. A porcentagem de Agua diminui
continuemente durante o dessnvolvimento. A quantidade de a-
mido & pequena até a segunda semana apds e polinizacdo, mas

apos esse periodo a sintese de amido e o peso seco total au

-
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mentam rapidamente. 0 contelddo de aglcares redutores & alto
nos estagios iniciais do desenvolvimenta, constituindo cer
ca de 80% do total de carboidratos do endosperma nho estagio
de 8 a 12 dias apds a polinizacgadc (DAP). Apos esse periodo
o contelido de aglcares redutores diminui lentamente . A sa-
carose aumenta a partir dos primeiros dias da polinizagao ,
atingindo umaconcentragao maxima ao redor dos 18 BAP, redu-
zindo em seguida até atingir limites muito baixos em saemen-

tes maduras (EARLEY, 1952; INGLE et al, 1965; TSAI et al,

Sao conhecidas virias mutaghes que alteram a com
posigdo de carboidratos do endosperma. 0Os penes -~ sghrunken
(8h), shrunken-2 (8h2) , shrunken-4 (sh4) brittle (bt} ,
brittle~2 (bt2) e brittle~-4 (bt4) guando presentes reduzem
drasticamente a sintese de amide, e acumulam malores quanti
dades de sacarose ne endosperma do que o tipo normal. Em con
sgquéncia da grande.redugéc na sintese de amido, esses mu -
tantes apresentam sndospermas leves e com aspecto enrugado
na maturacgaoc complsta. 0O gene sh2, por exemplao, sintetiza
uma quantidade de amido equivalente 2 30% da esncontrada em
endosperma normal, causando uma redugao de 30 a 50% no peso
seco da semente [CREECH, 1965; CREECH = McARDLE, 1966; HOE-
DER et al, 1974; JENNINGS e McCOMBS, 1869; LAUGHMAN, 18533,
Esse gene , por outro lado. condiciona o aclimulo de grande

guantldade de sacarose, gque pode atingir até 16% do peso



seca da semente (LAUGHMAN, 1953},

0 gene sugary (su), além de reduzir grendemente
a sintese de amido e acumular maior quantidade de sacarose
no endosperma, sintetiza, em grande guantidade, um polissa
carideo soldvel em &gua, o fitoglicogénio. Esse carboidra-
to que nao ocorre no endosperma normal, pode representar
20 a 30% do peso seco da semente sugary (AYERS e CREECH ,
1868; CREECH e McARDLE, 196B; DVONCH et al, 1951; JENNINGS

e McCOMBS, 1869).

Alguns mutantes alteram a proporgac de amilose
e amllopectina na semente. O gra@nulo de amido do milho nor
mal contém, em média, 75% de amilopectina e 25% de amilose.
0 mutante waxry (wx) produz amido cem 100% de amlilopectina
(SPRAGUE et al, 1943). Entretanto, a quantidade total de a
mido no endosperma waxy n3o & alterada (HOLDER et al,1873).
0 gene amylose-extender (ae) sleva o teor de amilose a 60%
(KRAMER et al, 1858; VINEYARD e BEAR, 1852}, e reduz de
10 a 20% a guantidade tontal de amide no endosperma mutante
(CREECH e McARDLE, 1968:; HOLDER et al, 1974; KRAMER et al,
1958}. 0 gene sugary-2 (su2) aumenta a proporcdoc de amilo-
se para niveis que oscilam entre 35 a 40% (DVONCH e% al,
1951; KRAMER e WHISTLER, 1948}, enquanto gue o gene dutl
(du} condiciona teores de amilose no amido que variam de

30 a 35% (ODVONCH et agl, 1951).



Os estudos de CREECH et al (1963) @ de CREECH
(1885) sobre a composicdc de carboidratos em sementes dos
tipos wx, du, su2, su, sh2 e ge , durante o desenvolvimento,
mostraram que no perfodo de 18 a 28 DAP todos os mutantes
apresentaram diferengas em relagao ao tipo normal. Esses au
tores observaram que, nesse estdgio, os conteddos de aglca-
res totais, aglcares redutores e sacarose sao negativamente

correlacionados com amido & matéria seca .

Apesar do milho ser uma excelents fonte de car -
boldratos, as suas proteinas sac de baixo valor nutritivo .
0 endosperma normal contém, em média, apenas 1,7% de lisina,
que € cerca de 2,5 vezes inferior ao limite recaomendado pe-
la FAO para a dieta humana. Nesse caso, obviamente, havers
necessidade de complementagio proteica (rica em lisina), de

origem animal cu vegetal.

0 valor nutritivo do endosperma normal pode ser
analisado através do estudo da composicao de proteinas des-
se tecido. A zeina, ou zeina-1l, & uma prolamina que corres-
ponde a aproximadamente 50% das proteinas do endosperme. Es
sa fragec proteice & praticamente desprovida de lisina, po
rém contdm a2ltos teores de &cido glutdmico, prolina, leu-
cina e alanina (LANDRY e MOUREAUX, 1870; GIANAZZA et al ;

1977; SODEK e WILSON, 1871). As albuminas e globulinas, em-

N

bora sejfam ricas em lisina, correspondem apenas a 5



das protelmras do endosperma maduro [MOUREAUX et al, 19866 ;
PAULIS e WALL, 1969; SODEK e WILSON, 1971). Entretanto nos
estagios inicials do desenvolvimento do endosperma, repre -
sentam a malor parte das proteinas do tecido (ARRUDA et al,
1978; MISRA et al, 1875a; MURPHY e DALBY, 1971). A Zeina -2
ou glutelina-1, em sementes maduras, representa 5 a 18% das
proteinas do endosperma (MISRA et al., 1375b, SODFK & WILSON
1871]), e tem uma constituicdo de aminodcidos semslhante a
zeina, embora apresente niveis superiores de aminocacidos sul
fumados (LANDRY e MOUREAUX, 1870; SODEK e WILSON, 1871}, A
fragfo de glutelina-2 corresponde 3 cerca de 10% das protei-
nas do endosperma (MISRA et al., 1975b). Apresenta uma com-
posigao de aminodcidos intermedidria entre as albuminas-glo
bulinas e a zeina, embora pouco mais praxima das primeiras.
0 conteldo de lisina na glutelina-2 & pouco maior do gque o
encentradeo na zeina (1,1%), conforme mostraram LANDRY e Moy
REAUX (1870). A fragdo glutelina-3 constitui cerca de 15%
das proteinas do endosperma (MISRA et al., 1875b), apresen-
tando uma composigdo de aminodcidos semelhante 3 das albumi
nas-globulinas, e um teor de lisina ao redor de 5% { LANDRY

e MOUREAUX, 1870].

Cada fragao proteica, entretanto, constitui - se
de uma mistura heterogénea de proteinas, como tem sido de-

monstrado por estudos eletroforéticos {(GIANAZZA et al,1976;



LEE et aql, 1976; MISRA et al, 1976; PAULIS & WALL, 1969 ,
PAULIS et al, 1875; SOAVE et al, 1875). A zeina-1 apresenta
em eletroforesse, em gel de poliascrilamida ecom duodecilsulfa
to de sddio, duss bandas polipeptidicas, com pesos molecula
res de 23.000 e 21.000 (GIANAZZA et al, 1976; SOAVE et al ,
1875). A zeina-2 além dessas duas bandas, contém mais dois
componentes de pesos moleculares de 13,580 e 8.800 (GIANAZ-
ZA et al, 1978)}. A‘mistura de zeina-1 8 zeina-2 revela uma
grande heterogeneidade de carga, contendo pels menos 15 com
ponentes polipeptfdicos {(GIANAZZA et al, 1978; RIGHETTI et

al, 18771.

Embera o milho normal apresente baixa qualidade
proteica, existem varios mutantes de endospermas que aumen-
tam sensivelmente os niveis dos aminoacidos essenciais, 11-
sina e triptofano., 0 mutante opaque-2 (02) contem um teor
de lisina, quase duas vezes supericr ao normal (MERTZ et al
18643. O floury-2 (fl2) tembém apresenta uma quantidade al
ta de lisina, porém menor que a do opaque-2 (NELSON et al ,
1965). Os mutantes opaque—-7 (MeWHIRTER;1971), floury-3 e o~
paque~6 (MA e NELSON, 1875) sao também conhecidos como mu-
tantes de alta lisina. OUs mutantes que apresentam redugaon
drastica na sintese de amido também revelam niveis de 1isi-

na superiores ao normal. A combinacao desses mutantes com o

gene opaque~2 resulta na produgaoc de duplos mutantes com al



tos niveis de lisina, superiores mesmo ao opaque-2 (BARBOSA

e GLOVER, 1878; MISRA et al, 1972; MISRA et al, 1975b}.

Estudos de fracionamento de proteinas do andos -
perma doc milho mostram gue o aumento na quaiidade proteica
dos mutantes & devido a uma diminuic3o na sintese de zeina,
com consequente aumento proporcional das outras fragoes pro
teicas (MA e NELSON, 1875; McWHIRTER, 1871; MISRA et al. ,
18972; MISRA et al, 1975b ; MOSSE et al, 19B6; NELSON et al,
1865; SODEK e WILSON, 1871 ; TSAI e DALBY, 1874). Analisan-
do a composigadc das proteinas de opaque-2, opaque-7 e flou-
ry—-2, de seis mutantes que reduzem a sintese de amido e de
duplos mutantes com o opaque—2, MISRA et al., (1875b) veri-
ficaram gue © aumento na gualidade proteica de todos os mu-
tantes estudados foil associado com diminuigdc na sintese de
zeina, e aumento nas concentragtes das proteinas rices am

lisina, albuminas~globulinas e glutelina-3 .

A andlise eletroforetica das fragdes proteicas
reforga a 1déia de gue, embora as mutagbes nao produzam ne
nhuma proteina diferente, elas sac responsavels por mudan
gcas nas proporcgoes das proteinas do endosperma [ GIANAZZA
et al 1878; LEE et al, 1875; PAULIS et @l, 1875; SOAVE et
al, 1875). Com relagdc a sintese de zeina, verificou-se que
o mutante opagque-2 reduz a sintess dos guatro componentes

de pesos moleculares distintos, atuando principalmente nas
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cadeias de peso molscular de 23.000 (GIANAZZA et al, 1876 ;
SOAVE et al, 1975). A zeina do opaque~2 apresenta tambdm a
mesma heterogeneidade de cargs revelada no tipo nermal, A
redugas ocorre em todos os componentes, embora em malor pro
porgaa nos compenentes mais alcalinos, gque representam par-
te da populacao de cadeiass de peso molecular de 23,000 [GIﬁ

NAZZA et al, 19753.

Todos os mutantes de carboidratos 2 proteinas
considerados tem heranca monogénica recessiva e, desse modo
podem ser transferidos, em prazo relativamente curto, para
outros germoplasmas que apresentam caracterf{sticas agrondmi
cas desejaveis. Alguns mutantes devido a sua composigao qui
mica, apresentam grande potenciel para serem utilizados na
dieta humars, quer <im natura ou industrializados. Os mutan
tes opaque-2, sugary, waxy e amylose—extender, tem sido ex
plorados economicamente em paises desenvolvidos (SPRAGUE ,

187713,

Os mutantes de endosperma, por outro lado, cons-
tituem-se em excelente material para estudos de metabolismo
de carboidratcs e proteinas, e também para a obtengao de
conhecimentos na 8rea de agdo e regulagdo génica em plan-

tas superiores.

A agdo desses genes mutantes manifesta-se princi

palmente no endosperma, néc tendo sido constatadas grandes
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diferengas morfoldgicas e fisioldgicas entre as plantas mu -
tantes e individuos do tipo normal. Esse fato, aliado & pos-
sibilidade de se produzir em uma mesma esplga sementes mutan
tes e normais, tanto em plantas mutantes, como em normais he
terozigotas, sugere gue individuos de gendtipos - diferentes
produzem 0o mesmo tipo de substrato que & transportado para
a espiga. 0 endosperma recebe o substrato comum e o processa

de acordo com o seu gendotipo.

0 aclmulo de matéria seca na semente, além de de-
pender dos varios fatores de clima, & fungao importante do
nivel de nutrientes no solo. Tem sido demonstrado gue a adu
bagac com nitrogénic aumenta o contefido de proteinas nas sg
mentes, principalmente na fragao de zeina, enquanto que a
quantidade de cutras proteinas permanece praticamente inalte
rada (KEENEY, 1870; SAUBERLICH et al, 1953;:; TSAI et al,1978).
Utilizando diferentes niveis de nitrogénic na forma NH4+ .
TSAI ¢t al (1978) verificaram que ¢ conteldo de zeina aumen-
ta rapidamente com doses crescentes de fertilizante. 0 aumen
to de zeina foi correlacionado com o peso seco das sementes,
tanto nos tipos normais, come nos mutentes opaque-2 e floury
-2. Esses (ltimos apresentaram, durante o desenvolvimento.me
nor acumulo de matéria seca e de zeina que o tipo normal. En
tretanto, a quantidade das proteinas nac-zeina {albuminas .,
globulinas e glutelinas combinadas) foi praticamente igual

nos trés gendtipos. Verificaram, ainda, que a adubagao aumen
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tou o transporte de sacarose para as sementes. Com base
nessa evidéncia , TSAI et al (1878) sugeriram gue a zeina
funciona como uma fonte de consumo (8ink) de nitrogénio
para aumentar o acumulo de amido ® 0 peso ssco da semente.
Pode-se concluir desses trabalhos, que a guantidade de nu
trientes que chegse as sementes depende das condigles ambi
gnteis de crescimente da planta e do gendtipo do endosper
ma. As sementes com endospermas normal apresentam um mai-
or consumo de nutriemtes e, portanto, condicionam um mai-
or fluxo de nutrientes para a espigs do que as semenhtes

com endosperma mutente de menor peso,

Baseando-se nessas consideracdes, poder-se -ia
supor gque esm uma espiga tendo sementes com gendtipos di -
versos gquante ac consumo de nutrientes, o maior fluxo ds
nutrientes a espiga condicionado por certos gendtipos, po
deria acarretar maior acimulo de matéria seca em endosper
mas com gendtipos que apresentam menor demanda de nutrien
tes. Se essa hipdotese for verdadeira, pode-se admitir gue
essas alteragdes devem depender da guantidade relativa dos
varios tipos de endospermas gue possam OCOrrTer esm uma es-
piga. Uma mesma espiga, com endospermas do tipo normal e
mutantes que apressntam grande reducda no teor de amido ,
receberada maior quantidade de nutrientes guanto maior for

a percentagem deé gracs normais em relacdo aos mutantes.
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Se a intensidade de fluxo aslterar a composicdo dos endosper
mas., 0 mutante apresentard maior guantidade de matéria seca
e provavelmente de zeina, quanto maior for a proporcao - ds
endospermas normais na sspiga. A analise do efeito dos ge-
nes que condicionam diferentes gndospermas, em espigas se -
gregantes de plantas mutantes, ficaria desse modoe seriamen-

te prejudicada.

Por outro lado, a utilizagdoc de espigas segregan
tes apresenta algumas vantagens em relagdo as espigas puras,
em trabalhos de gendtica fisioldgica & de melhoramento de
plantas. A andlise comparativa entre dois ou mais gendtipos
de endosperma numa masma espiga, & sempre mais precisa gque
0 contraste de tipos &m plantas diferentes, uma vez gue os
endospermas de uma mesma espiga, estioc em candicdes mals

comparaveis do que os de espigas em plantas diferentes.

A importéncia de uma andlise meis precisa do o-
feito dos genes de endosperma € a2 vantagem da utilizagao
de espigas segregantes em estudos de genética, estimularam
o desenvolvimento do presente trabalho, cujo objetive & es-
tudar a possivel infludhecia das sementes normais em semen-
tes de endosperma 2ugary opaque-2, e vice versa, em gspil -

gas segregantes de plantas sugary opaque-2



2. MATERIAL E METODD
2.1 - Germoplasma

As espigas segregantes utilizadas foram produzides em
plantas sugary opaque—2 do cultivar Nutrimaiz. Esse sintético
fol obtido por SILVA e% al (1978), atravss de um programa de re-
trocruzamentos, usandn como pai recorrente o cultivar Mayea opaco
e como fonte de gene sugary, o variedade de milho doce Pajimaca,
provenlente ce Cuba. A populacac Mays opaco, homozigota para 0
fator opaque-2, foi sintetizada a partir do cultivar Mawa, no Ins
tituto Agronomico de Campinas (POMMER, 1876). A variedade Pajima
ma foi escolhida como pail nae recorrente, por ssr uma populacao

de endosperma sugary , bem adaptada as condicOes tropicais.

Os graos de polem do tipo normal (Su 02} , utilizados
para a obtengao das esplgas segregantes, foram provenientes de

plantas da variedade sintética Maya normal (MIRANDA, 1972), de
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sementes amarelas g dentadas. Essa variedade, pfoduzida no Ins
tituto Agronomico de Campinas, foi obtida da combinagic de 14
linhagens de Asteca com as linhagens Ip 701-1, Tx 303, PD(MS )
B & duas linhagens de endosperma branco, Llera III e Vera Cruz
226 y 227. A populagdo Astece & um sintético de colegdes de
Tuxpenos amarelos de San Luis Potosi. A linhagem Ip 701-1 Tfoi
obtida a partir da variedade Tuxpan, qus € produto do cruzamen
to de Tuxpeno branco com Creole Yellow Flint. As linhagens Tx
303 ¢ PD (MS) 6 sdo derivades respectivemente das variedades
Yallew Surecropper e Pozo Dulce-Mass Selection. Finalmente, as
linhagens brancas Llera III & Vera Cruz 226 y 227 sao origina-
rias de Tuxpenos brancos tardios, de espigas grandes e cilin -

dricas.

0 material estudado foi produzido em um lote espe -
cial constituido de 37 linhos de 10 m de comprimento do culti-
var Nutrimaiz, adjacentes a outro lote de 12 linhas de 10 m do
cultivar Mayas normal, todas com espagamento de 1 m entre 11 -
nhas e 0,4 m entre covas ne linha. Foram plantadas trés semen-
tes por cova, deixando-se duas plantas por ccasidoc do deshbaste,
para se obter uma populacao com densidade médis de 50.000 plan

tas por hectare.

0s dois lotes receberam neos suleos de plantio, 30
kg de N/ha, B0 kg de PZDS/ha e 35 kg de Kzﬁfha, nas formas de

sulfato de amonia, superfosfato simples e cloretoc de potdssio,
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respectivamente. Trinta e cinco dias apds a germinacgas foil fei-
ta uma adubagao em cobertura com 50 Kg de N/ha, na forma de sul

fato de amodnia.

2.2 - Técnica de polinizacgao

Para a obtengao dos varios tipos de espigas segregan
tes, polinizaram-se artificialmente plantas sugary opaque-2 com
misturas de polem sugary opaque—-2 e normal em setie diferentes
proporgdes. Para tanto, coletou-se inicialmente uma mistura de
graos de polem provenientas de 20 plantas narmais, com panicu-
las no mesmo estagio de desenvolvimento, para se obter uma a -
mostra hem representativa da germoplasma de microsporos do tipo
normal. Os polens mutantes, analogamente, foram obtidos de 20
plantas do cultivar Nutrimaiz. As paniculas utilizadas, tanto
das plantas normais, como da variedade Nutrimaiz, estandeo apa-
rentemente no mesmo estdgio de maturagdo, permitiram que cada
planta contribuisse com aproximademente a mesma guantidade de
graos de polem na amostra. Apos a obtengaoc das duas amastras
compostas, foram preparadas sete diferentes proporgoes de misty
ras de polem, snvolvende os tipos normal e duplo mutante. Essas
misturas foram feites com base na volume de polem, medido em u-

ma concha plastica, com aproximadamente 0,5 ml.
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As seguintes misturas de polem foram produzidas:

Grupo I - somente polem normal

Grupo IT =~ 7,5 volumes de polem normal e 2,5 volumes de suga-

ry opaque-2

Grupo III - 5.0 volumes de polem normal e 5.0 volumes de suga-

ry opaque-2

Grupo IV - 2,5 volumes de pclem normal e 7,5 volumes de suga-
ry opaque-2
Grupa V - 1,0 volume de polem normal e 9,0 volumes de suga ~

ry opaque=2

Grupo VI - 0,5 volume de polem normel & 3,5 volumss de suga -

ry opaque=2

Grupo VII

1

somente polem sugary opaque-2

Cada mistura de polem feil usada para a poliniza -
gado de 10 a 15 plantas sugary opaque~2, cujos estilo- estigmas
foram protegidos previamente para svitar contaminacgac. 0Os sete
conjuntos de polem foram distribuidas ac acaso nas plantas po-
linizadas em um dnico dia, a fim de propiclar condicdes ssme -
lhantes para o desenvolvimentoc dos dois endospermas nos dife -

rentes individucs estudados.
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2.3 - Preparacgao das amostras de sndospermas.

Todas as espigas foram coletadas aos 51 DAP, no esté
gio de maturagao fisioldgica. As sementes normais 8 mutantes
de cada esplga foram contadas., ¢ mantidas separadamante, para
0 estudo de incorporacho de matéria seca e de proteinas em es-
plgas individuais. Fssas observagoes foram feitas em seis espi-
gas, correspondsndo a seis repetigoes, dentro de um mesmo grupo

segragante de mistura de polem.

Para s determinagao de peso seco e porcentagem de u-
midade dos endospermas foram escolhidas 10 sementes sugary opa-
que—2 e 10 samentes normais de uma mesma gspiga, com tamanho e
forma de modo a representar o tipo de semente da espiga. 0Os egs-
cutelos foram retirados e os endospermas pesados para avaliagao
do peso fresco. Esses foram entdo conservados a -20° C para pos
terior liofilizagao. 0 peso seco foi determinado aem Bndosperma

liofilizsado.

Para a obtengao de uma guantidade adequada de mata-
rial para as analises quimicaes, além dos 10 endospermas de cada
gendtipo, mencionados acima, foram retirados de cada gspiga mals
10 endospermas de cada tipo. Cada amostra utilizada para as ané
lises quimicas ficou constitufda, portanto, de 20 gndosparmas

provenientes de uma mesma espiga.
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0 materisl liofilizado foi pulverizado em moinho de
bola. Os lipideos de farinha foram extrafdes com acetona, por
trés vezes, usando-se uma proporgao de 1 g de farinhe para 10

ml de sclvente, através de sgitacdo e posterior centrifugagao.,

2.4 - Extraegac de proteinas

As proteinas do endosperma foram fracionadas pelo mé
tode de LANDRY e MOUREAUX (1870). Utilizaram-se 200 mg da amos-
tra desengordurada, num volume ce 2 ml de salvente, com duas re
petigoes por amostra. A sequéncia de extragaéo das proteinas &
mestrada na tabelas I. 0O procedimento baseia-se em extragOes su-
cessivas nos solventes, através de agitagdo e posterior centri-
fugagcdo. Para a obtengao da fragac I, por exemplo, agita-se a
farinha com NaCl 0,5 M, durante B0 minutos. Apés ssse tempe,cen
trifuga-se a mistura. 0 residuo € entdo tratade com NaCl 0,5 M
durante 30 minutos, e em segulda € centrifugado. A seguir faz -
se mals uma extragao de 30 minutos com solugao salina, e duas
extragoes com Agua, com duragdc de 15 minutos cada uma. O0s ecin
co sobrenadantes combinados constituem a fragéo I. 0O resfiduo re
manescente apds & extragado da fragdo I & tratado por trés vezes
consecutivas, com isopropanol 70% para a extracao de zeina. A
sequiancia 6 continuada de acordo com & tabela I, até a gextracao
da glutelina-3.

Tabela I



TABELA I: Esguema de extragae das fragdes proteicas, segundo o
método de LANDRY e MOUREAUX(1870),

Tempo de .
L Fragao
- agitagao
Fragao Solvente : proteica
{minytgsg]
60
I NaCl 6,5 M (4%) ¢ 30 Aminoacidos livres
30
albbuminas e
15
Agua dgstilads (497! globulinas
.- 15
_ 30
11 Isopropancl 70% (20%) 30 . Zeina
30
o 30 .
ITI Isopropancl 70% com Glutelina.jy
2-ME 0,5% [20°} 30
Tampao borato pH 10 60
Iv com Z2-ME 0,6% e Nafl 30 Glutelina -7
2,92% {(20%) 30
Tampao borato pH 10 B0
v com 2-ME 0,B8% & LSS 30 Glutelina. 3
0,5% {20%) i5

Residuo

2-ME: Z-mercaptoetanol,.
LSS: laurilsulfato de sddio.

Tamp&o borato pH 10: 250 ml de N5284D7, 0,05 M e 100 ml de
NeOH, 0,2M em 1000 ml.



.18,

Finalmente, todas as fragoes proteicas foram dilui-
das num volume de 10 ml de solvente. Os aminodcidos liwvres fo-
ram separados das albuminas e globulinas por precipitagac des-
sas protelnas com acido tricloroaceétice 10%, atraves de mistu-

ra de volumes iguais de acido e de extrato proteico.

2.5 - Determinacgaoc de nitrogeénio

Para a determinacado do nitrogénio total dos endos -
permas utilizou-se farinha desengordurada, divigdida em duas a-
mostras {(repetigdes) de 100 mg. A farinha foi primeiramente di
gerida segundo o método de KJELDAHL (ADAC, 1985), usando-se 3
ml de Aacido sulfdrico concentrado até o extrato ficar claro. A
digestao fol completada com 6 gotas de perdxide de  hidrogénio
30%, as guais foram evaporadas neo digestor. As amostras dlgeri
das foram dilufdas em &gua, e a quantidade de nitrogénio foi
determinada em um autoanalizador Tecnicon. Para cada 50 amos -
tras lidas no autcanalizador, foram destiladas 10 no micro-
~kjeldahl, para se estabelecer um fator de equivaléncia entre
a leitura no autvanalizador e a guantidade de nitrogenie deter

minada no micro-kjeldahl.

Para a dosagem de cadae fragao proteica utilizaram -
se 2 ml do extrato., 0Os solventes desses extratos Fforam gvapora

dos em digestor, efetuando-se em segulda a digestao do mesmo
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modo que o0 descrito anteriormente, para a digestao da farinha .
0 nitrogenio de cada fragac proteica fol determinzdo em autoana

lizador Tecnicon.

Na maioria dos endospermas fol determinada apenas 2
gquantidade de zeina. A extracao dessa proteina foi realizada pe
1o método de LANDRY e MOUREAUX até o estdgioc II, e a sua quanti
dade fol dosada por digestaoc, seguilda por destilagao pelo méto-

do de KJELDAHLL:



3. RESULTADOS E DISCUSSAD
3.1 - Espilgas segregentes

A tabela II apresenta as medias das porcentagens de
endospermas normais encentradas nos sete grupos de espigas, pro
duzidas a partir das sete misturas de polem. Para avaliar a pre

cisdo da teécnica de polinizagde foram realizedos testes de X

envolvendo as esplgas segregantes dos grupos ITI a VI, Para cada
grupo segregante, o Xz total foi decomposto em Xa do conjunto
de espigas e Xz devido a heterogeneidade entre espigas. O Xz to
tal representou a soma dos x* das vérias espigas dentro do gru
po segregante. O x* do conjunto de espigas foi calculado consi-
derando~-se a soma dos endospermas de todas as espigas do grupo
analisado, como se as mesmas fizessem parte de uma Gnica amos -

2
tra. 0 X devido 3 heterogeneidade foi calculado pela diferen-

2 2
ca entrs o X totel e o X do conjunto de espigas do grunpo.



TABELA II: Porcentagens meédias de endospermas normal nos sete gru-

pos de espigas, s correspondentes porcentagens de polem

normal nas misturas.

2

Grupo de Folem Endosperma Espigas X
espigas normal normal analisadas Conjunto Heterongeneidade
% % n¥

I 100 88,9 10 T T

II 75 72,1 8 12 ,898%% 4,897 NS

IT: 50 53,2 i0 16,422%* 6,828 NS

Iv 25 23,9 8 0,73BNS 6,186 NS

v 10 6,8 10 48 ,111%% 11,532 NS

VI 5 3,3 7 17,810%% 2,118 NS

VII g o 7 — S

NS, nao significativo;

*% gignificative ao nivel de 1% de probabilidade
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Analisando-se os valores dos XZ na tabela II, pode-~
se observar gue em todos as gruppe néo houve hetarcgeneidade
significativa, o que demonstra gue as proporgoes genotipices
nag varias espigas foram semelhantes. As espigas do grupo IV
foram as dnicas qus n3o mostraram diferengas entre as propor -
¢coes de endospermas, com base nas proporgdes de polens utilizE
das. Os grupos II, III, V e VI mostraram X significativos an

nivel de 1% de probabilidade.

Pensou-se, inicialmente, que as discrepancias entre
as freqligncias observadas & as esperadas pudessem ser explica-
das por possiveis diferencas no volume dos graos de polem nor-
mal e sugary opaque-2., Comc as misturas de grados de polem fo-
ram preparadas com base no volume, a.existéncia de difesrencas
no tamanho dos graos de polem, acarretaria desvios nas FrquéE
cias psperadas doa dois tipos de endospermas. Para verificar
essa hipotese foram cnletadns, no ano seguinte, nolsns dos dois
gendtipos contrastantes, de panfculas em mesmo estagio de de -
senvolvimento, e avaliados os didmetros dos micrisporocs em mi -
croscopio. Forem analisados 100 graos de polem de cada gendti-
po, provenientes de 10 paniculas. 0Os diametros medios dos po -
lens normails e sugary opaque~2 foram respectivamente, 106 e
104 u. Nac houve grande variabilidade para tamanho de micrds-
poros das varias panfculas, com graos de polens do tipo normal

apresentando um coeficiente de variatédo de 4.0% e os dao mutan-
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te, um coeficlente de 4,1% . Através de uma andlise ds varidn -
cia foi ~demonstrado que e&s médias de didmetro dos dois graos de
polem nao sao diferentes. Esses resultados indicam que o niumero
de graos de polem foram bem estimados nas misturas e gue degsse
modc, o volume dos micrésporos naoc explicaria as discrepancias

encontradas.

Uma an&lise meis minuciocsa da tabela II revela que
apenas o grupo III apresentou maior porcentagem de endospermas
normais do que a esperada. Nos outros tres grupos o desvio ocor
rev em sentido contrario, com maior freqﬁéncia de endospermas sy
gary opaque-2 do que a esperada. COhserva-se ainda que as gspi -
ages do grupo I, que deveriam apresentar somente endospermas nor
mais, mestraram em média 1,1% de endospermas sugary opaque-2 ,
devido, provavelmente, a contaminagcdo por polem suo2 durante =
polinizacao. Isso ocorreu, aparentemente, pela maior probabili-
dade de conteminagZo com polem sugary opaque-2, do que com po-
lem normal, durante a polinizagac, uma vez gque todas as plantas
polinizadae formavam um bloco compacto de aproximadamente 1500
plantas do mesmo genotipo. Como a magnitude das discrepancias
observadas & da ordem da encontrads na gspigae do grupc I, onds
ocorreu sem duvida a contaminagdo, deduziu-se gue a técnica des
crita de misture de polem, pode-se constituir num importante re
curse para se produzir esplgas segregantes com proporgdes desg

jadas de genotipos.
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3.2 - Materia seca e umldade no endoaperma

Para o estudo de peso seco, umidade e proteinas nos
endospermas sugary opaque—-2 e normal, foram escolhidas seis es-
plgas de cada grupo segregante, cujas proporcoes genotipicas e-
ram as mais proximas possfiveis. Isso foi feito com o objetivo
de tornar maeis precisas as comparagces entrs os diferentes gru-
pos segregantes. As médias e os desvios padroes das porcenta -
gens de andospermas normais das espigas utilizadas sao apresen-
tados na tabela III. Comparando-se essas porcentagens com as da
tabela II, pode-se verificar que algumas foram levemente alteri
das, em conseqtiéncia da escolha de espigas com proporcoes mais
adeguadas para o estudo. A porcentagem de endosperma mutante
nas espigas, aumenta gradativamente do grupo I ao VII, de um va

lor de 1,3% no grupo I, até o valer de 100% no grupo VII.

Tabela III

Na tabela IV observa-se que as meédias de peso seco
dos endospermas sugary opaqué*? nos seils grupos de espigas man-
tiveram-se dentro de limites estreitos, oscilando entrs 158,5 e
173,9 mg/endosperma. Para verificar a possivel existéencia de di
ferengas entre as médias de peso sece desses gndospermas nos
seis grupos de espigas, efetuou-se uma analise de variancia se-

guida de um teste de Tukey. Esse teste revelou que para os ti-



TABELA III: Porcentagem média' de sementes com endosperma
normal e os respectivos desvios padrdes (D.P.J,
nos sete grupos de espigas utilizadas para os

estudos de materis sece, umidade e proteinas.

Endospermas normais

Grupo de espiga M8dia 0.P.
I 98,7 0,81
IT 71,7 2,08
IIT 51,8 2,81
Iv 23,8 2,26
Vv 7.9 1,10
VI 4.3 6,862
VII 0 0

'0s valores representam & média de seis espigas
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pos sugary opaque—2 nao ha diferencas entre médias, indicando
gue o acumulo de matéria seca nos endospermas mutantes nao foi
influenciado pela presence de freqﬁéncias variadas de endosper

mas normalis na gspiga.

Por outro lado, as medias de peso seco dos endosper-
mas normals moestraram malor variabilidade entre grupos gue as
do tipo sugary opaque—2, apresentando valores de 184,0 a 250,89
mg/endosperma (tabela IV). O teste de Tukey mostrou que os en -
dospermas normais das espiges do grupo I apresentaram peso segeco
menor gue os das espiges dos grupos II, IIT e V. O peso s2e0
dos endospermas normais do grupo I, entreténto, néo foi signifi
cativamente diferente dos normais das espigas dos grupos IV e
VI, Isso mostra gue o acumulo de matéria seca nos "endospeormas
normais de espigas guase puras {grupe I} foil praticamente igual
ac das espigas que contém poucos endospermas normais (grupe VI,
com 4,3%) e ao das espigas do grupo IV com 23,8% de normais. Os
gndospermas normais das espigas do grupo I, par cutre lade, ti-
veram peso seco difesrente. dos sndospermas das espigas do grupo
V, gue apresents porecentagens de endospermas normais intermedié
rias entre os grupos IV e VI. A falta de associagdo entre pro -
porg&es genotipicas e peso seco de endospermas revelou gus as
diferengas de peso seco, registradas sntre endospermas normais

nos seis grupos de espigas, nao podem ser atribuidas ac efeito

Tabela IV



TABELA IV: Médias de peso seco dos endospermas sugary opa -
que~Z {8uo2) e normal, e-médias do valor relati-
vo do peso seco desses dois endospermas em uma

mesma espiga1 .

Peso seco (mg/endospermal

Grupo de espiga suol normal suo2/normal
I _— 184,0 b? —
IT 183.,4 a 242,3 a 00,6731
111 173,9 a 250,9 a 0,694 a
IV 158,5 a 233,89 ab 0,680 a
v 162,7 a 245,5 a 0,664 a
VI 169,3 a 234,2 ab 0,725 a
VIT 170,2 a _— ——

Média® 166, 3 231,86 0,687

C.v. (3)3 14,1 16,1 9,5

lgs valores representam a média de seis espigas .

20s valores com a mesma letra dentro de uma coluna nan difg
rem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de proba
bilidade,

%0s valores sao relativos 2 todas as espigas egstudadas.
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das varias propeorgles de endospermas sugary opaque-2 estuda -

das.

Uma andlise mais precisa desses efeitos pode ser
realizada, comparando-se valores relativos do peso seco de en-
dospermas sugary copaque-2 e normais de uma mesma espiga. nos
diferentes grupos segregantes. Com isso elimina-se variagoes
decorrentes do efeito entre plantas. Esse indice relativo, apa
rentemente atendeu as expectativas, uma vez que o coeficiente
de variagédo foi reduzide de 14,1 e 18,1% para 98,5% (tabela IV).
As médias nos cinco grupos segregantes variaram de 0,864 &
0,725. A analise de varlancia revelou gue essas médias ndo sao
diferentes entre sl. Ficou assim demonstredo gque 2 quantidade
de matéria ssca de qualquer um dos dois tipos de endosperma nao
€ influenciada pela presenga, na mesma espiga, de uma quantida
de maior ou menor de endospermas com outro gendotipo, em propor
goes que induzem a formagdc de diferentes fontes de consumo .
Assim, ambos os andospsrmas, normal & mutante, devem aprssen -
tar um mesmo padrao de acimulo de matéria seca, independeante
das diversas intensidades de fluxo de nutrientes que desvem ter g

corrido nos vasos do penduculo das espigas estudades,

A reducdo média de 31,3% de pesa seco apresentada
pelos sndospermas sugary opaque—-2 em relagao aovs normails, deve
ser atribuida, principalmente, a presenga do gene sugary., embo

ra o gene opaque~2 também cause um menor acimulo de matéria se



.30,

ca no endosperma (DALBY e TSAI, 1975; MURPHY & DALBY, 1971 s
TSAI et al., 1978). 0 gene sugary condiciona maior reducéao de
peso seco, uUma vez que ele diminui em mais de 50% a sintese de

amido (CREECH 1985; CREECH e McARDLE, 1988; HOLDER et al., 1978).

De maneira semelhante a guantidade de matéria seca
acumulada aos 51 DAP, os endospermas normal e mutante mostraram
-se bastante distintos, nesse estdgio, quanto a porcentagem de
umidade (Tabela V). Os endospermas mutantes tiveram uma porcen-
tagem meédia de 30,0% e os normais de 23,1%. A comparagaoc entre
os dois tipos de endosperma numa mesma espiga mostrou que os en
dospermas normais apresentam em media uma porcentagem de &gua
20,4% menor gque os mutantes. Trabalhos anteriores com o mssmo
mutante mostraram que esses endospermas apresentam uma porcenta
gem maior de umidade desde o estagio de milho leitoss até a ma-
turacao fisioldgica (SILVA et al., 1978). A maior quantidade de
agua durante esse pericdo parece estar associada ac maior con -
teldo de agucares soldveis e de certos minerais desses endosper

mas (ARRUDA e SILVA, 1978).
Tabesla V
As médias das porcentagens de umidade dos endosper-

mas mutantes, nas espigas dos tipos II a VII , variaram de 29,0

a 31,3%. 0 teste de Tukey indicou que essas medias nac diferem



TABELA V: Porcentagem de umidade nos endospermas sugary opa
que-2 (suo2) e normal, e valor relativo entre &
porcentagem de umidade nos dois endospermas de uma

mesma espiga1 .

Porcentagem~ds umidade

Grupo de espigas suo 2 normal normal/suo 2
I — 20,5 a? -
IT1 29,3 g 23,0 a 0,795 a
ITY 29,8 & 24,9 a 0,838 a
v 30,2 a 22,8 a 0,748 a
Vv 30,7 a 24,2 a 0,798 a
VI 28,0 a 23,3 =a 40,803 a
VIT 31,3 =& - s

Media? 30,0 23,1 0,796

c.v. [%)3 15,2 14,5 9,7

'0s valores representam a meédia de seis espigas.

’0s valores com @ mesma letra dentro de ume coluna ndo dife-
rem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de proba-
bilidade.

*0s valores sao relativos a todas as espigas estudadas.
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entre si, mosirando que a Gnidede desses endospermas naoc foi
influenciade pela presenca ou quantidade de endospermas nor-
mals ne mesma espiga. A guantidade ds dgua yos endospermas
normais também ndo sofreu interferéncias de frequéncias va-
riadas de endospermas sugary opaque-2, ja que as médias das
porcentagens de 3gua nos endospermas normais das espigas dos
tipos I @ VI nao foram estatisticamente diferentes. A anali
se comparativa dos endospermas mutante 2 normal na mesma
espiga, através deo valor relativeo das porcentagens de umida-
de, mostra também, que esse {ndice n3oc & alterado nos dife -
rentes pgrupos segregantes. Aqui também, o valor relativo pa-
rece ser mais adeguedo para a comparagao dos grupos segregan
tes, uma vez que houve uma redugdo nos coeficientes de varia

cdo de 14,5 e 15,2% pera 9,7%.

3.3 - Nitrogénio total nos endospermas

As porcentagens de nitrogénio total nos endosper~
mas dos sels grupos de espigas sdo apresentadas na tahela VL
Em milho, a quantidade aproximada de proteina pode ser obti
da multiplicando-se a guantidade de nitrogénio pelec fator

6,25.

A porcentagem médis de nitrogénio total dos endos -
permas sugary opaque-~2, nos cinco grupos de espigas, mostrou va-
loeres de 1,4 e 1,6% 0Os endospermas normais apresentaram teo-

ores de nitrogénio que wvariaram de 1,3 a 1,7%. Essas-mdédias ndo- diferem



.33,

entre si, pelo teste de Tukey, indicando que tanto os endosper
mas normais, como os mutantes, apressntaram a mesma porcenta -
gem de nitrogénic guando se acham em espigas puras ou em dife-

rentes tipos de espigas segregantes.

Ao contrdrio das duas caracter{sticas estudadas atd
agora, peso seco e porcentagem de umidade, os endospermas ner-
mais e sugary opaque-2 ndo diferiram quanto 3s porcentagens de
nitrogénio, com ambos revelands um teor m3dio de 1,5%. Ocorreu
entretanto, maior variagaoc nos endospermas do tipo normal, re-
velada pelo coeficiente de variagdo de 19,3% contra 13,3% naos
duplos mutantes. Trabalhos realizados per outros pesguisadeores,
com o fator opaque~2 em linhagens quase-isogenicas,mostram gue
esse gene condiciona uma redugdo na porcentagem de proteina do
endosperma (BARBOSA e GLOVER, 1978; NELSON 1867). Entretanto |,
os duplos mutantes resultantes da combinagao do gene cpague -2
com o0s genes que reduzem a sintese de amido, apresentam geral-
mente porcentagem de proteina maior que o opaque=-2, e aproxima
damente igual & dos tipos normais (BARBOSA e GLOVER, 1978; MIS
RA et al., 1975b). Os resultados aqui obtidos, em endospermas
sugary opaque-2 e normal confirmam gortants. as observagoes

desses auvtores com outros duplos mutantes.

Tabela VI



TABELA VI: Porcentagem de nitrogénio total nos ~endospermas
sugary opaque-2 (suo2) e normal, e valor relative
das guantidades de nitrogénio nos dois tipos de

endosperma de uma mesma espigal

Nitrogénio
"Porcen;agem mg/andosperma

Brupo de sspigas 8UOE normal suo2/normal

I —— 1,3 52 Rt

IT 1,6 =2 1,6 a 0,678 a

I11 1,4 a 1.5 & D,684 a

IV 1,86 a 1,7 & 0,837 a

1% J4 a 1,4 a 0,677 a

VIt 1,4 a8 e S g
Média?l 1,5 1,5 0,664
C.v. (%)8 13,3 18,3 11,7

Us valores representam média de seis espigas

0s valores com a mesma letra dentro de uma coluna nao di
ferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
praobabilidade,

? O0s valores sdo relativos a todes as espigas estudadas.
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Quando se considere a quantidade de - nitrogenio em
mg/endosperma & analisa-se a relagdo entre as guantidades pre -
sentes nos endospermas mutante e normal de uma mesma espiga, ob
serva-se que ela & praticamente constante nos guatros grupos de
espigas segregantes, variando de 0,837 (grupo IV) a 0,878 (gru-~
po IT). A media desses valores nas 24 gespigas segregantes foil
de 0,864 2 o coeficiente de variacdo de 11,7%. Essa reducao mé-
dia de 33,8% na guantidade de nitrogénio dos endospermas mutan-
tes & semelhante 3 reducao de peso seco (31,3%),apresentada nes
ses endospermas. A guantidade de nitrogénio acha-se, portanto ,
intimamente associada com acumulo de matéria seca no endosperma,
fato esse ja demonstradeo por TSAI et @i, (1978) e ARRUDA e STIL-
VA {19738]). 0 coueficiente de correlagaon esntre peso seco o guanti
dade de nitrogénioc (mg/endospermal foi de 0,88 para os endosper
mas normais , e de 0,83 para os endospermas sugary opague~2 nas
30 espigas analisadas. Esses valores, obtidos com a aplicacac
de 80 kg de N/ha, sao ssmelhantes ao coeficiente de 0,87 encon-
trade por TSAI et al, (1878} em linhagens e hibridos de milho

normal, adubados com 223 kg de N/ha.

3.4 - Proteinas no endospermea

A gquantidade de zeina nos endospermas normais e suga

ry opaque—2, nos varios grupos de espigas, & apresentada na ta-
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bela VII. Observae-se que os endospermas normais tiveram uma por-
centagem média de zeina de 41,4%, e um coceficiente de variagao
de 16,7% sguivalente aos das outraes caracteristicas analisadasaﬁ
teriormente. Aparentemente nao houve também diferengas significa
tivas entre as porcentagens de zeina nos sndospermas narmais nos
cinco grupos de espigas, o que indica gue proporgies mencres ou
maiores de endospermas sugary ocpaque-2 ndoc afetam o acumulo

de zeina nos endospermas normais.

Tabela VII

A zeina nos endospermas sugary opaque-2 aspresentou u-
ma porcentagem média de 7,7% e um coeficiente de variacdo de 47,4%
indicando que & variabilidade para zeina no endosperma sugary o-
paque~2 & bem meior que a ohservada para o tipo normal. As me-
dias das porcentagens de zeina, nos endospermas mutantes nos cin
co grupos de espigas, também nac foram estatisticamente diferen-
tes. Isso demonstra gus a presencs de endospermas normais, de al
ta sintese de zeina, em proporcdes distintas ne mesma espige,pa

rece nao afetar a sintese de zeina no endosperma mutante.

As relagCes entre as guantidades de zeina {mg/endos -
permal dos endospermas mutante e normal, de uma mesma gspiga,nao
diferiram entre sl nos quatro grupos de espigas segregantes, em-

bora tenham variado de 0,085 a 0,173. A semelhance desses valo -



TABELA VII - Porcentagem de zeina nos endospermas sugary o-
paque-2 (suo2) e normal, e valor relativo en-
tre a guantidade de 2gina nos dois tipos de en

dosperma de uma mesma espigal .

Zeine
Porcentagem do N total mg/endosperma
Grupo de espigas suo? normal sucf/normal
I 37,0 &
1T 8,9 a 44,9 3 0,179 a
IIT 7,9 a 41,2 a 0,125 &
ERY) 6,2 & 44,4 & ¢,085 &
v 5,8 a 39,4 a 0,110 a
VIT 9,9 a
Médial 7,7 41,4 B,112
C.V. (%33 47,4 16,7 56,8

! Os valores representam média de seis espigas

2 Os valores com a mesma letra dentro de uma coluna nan di
ferem entre si, pelo teste de Tukey, aoc nivel de 5% de

3 probabilidade.

0Os valores sao relativos a todas as espigas estudadas.
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res relativos reforga a conclus3o de que em espigas segregantes,
0s endospermas normais e mutantes, em proporcoes variadas, nao
interferem entre si, guanto & sintese de zeina no endosperma. A
comparagac do valeor relativo para a guantidade de zeina no endos
perma mostra a grande redugdo da sinteses de zeina no endosperma
sugary opaque~2Z, embora tenha se constatado um toeficlents de va
riagao de 56,8%. Os endospermas mutantes apresentaram em media

11,2% da guantidade presente nos endospermes normais.

Come as diferengas na composic¢éc proteica dos endos -
permas normails e sugary opaque-2 na maturagao completa residem
principalmente na quantidade de zeina (ARRUDA et af., 1978; MIS-
RA et al., 1875h), poder-se-ia esperar que, havendo alteracoes nas
proteinas dos endospermas em espigas segregaentes, a zzine seria
a fragao mails afetada. Além disso, como tem sido demanstrado s
qualquer alteracgao no nitrogeénic das sementas, gquer atraves de
selecao ou aplicagao de fertilizantes, reflete-se principalmente
em mudancga ne quantidade de zeina (FREY et aZ., 1949; KEENEY "
1870; SAUBERLICH et gZl., 1953; TSAT et al., 1878). Nos esndosper-
mas analisados observou-se também uma forte associacap entre as
quantidades de nitrogsnio e de zeina {mg/endospermal, que reve-
lou um coeficiente de correlagao de 0,97 para os sndospermas nor

mals e 0,79 para os endospermas sugary opague-2,

Apeser de nao ter sido constatada interferéncia de um

gendtipo em outro para a sintese de zesina, veriflcou-se também se
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a sintess das outras proteinas no endosperma mutante poderia
ser afetada pelas difersntes proporgdes de gndospermas nor -
mais, em espigas sagregantes. Para tanto, foram fracionadas
as proteinas dos endospermas sugary opague-2 sm dois Erupos
dg espigas segregentes. Foram escolhidos os grupos II.e V.por
apresentarem nas espiges proporgdes extremas de endospermas

normais, iste &, 71,7 ¢ 7,9%, respectivamente.

A semalhanga do gue ocorrsuy com a"zeina, 8s porcen
tagens das outras proteinas do andosperma sugary opaque-2 nao
foram estatisticamente diferentes nos grupos II e V ( tabela
VIII). Zeina e glutelina-1 forem as fregdes proteicas existen
tes em menor guantidade, com porcentagens médias de 8,8 e
5,8% e 8.1 e 6,8% , respectivamente, nos grupos II e V., A glg
telina-3 corrsspondeu 2 maior fragdoc, apresentando valores mé
dios de 36,1 e 32,5, nos grupos II e V respectivamente. A glu
telina~2 apresentou uma quantidads intermedidrie sntre as glu
telinas 1 e 3. Os teores dessas fragbes estio dentro dea faixa
obtida por MISRA et al., (1975,), com duplos mutantes de opa-
que~2 e de genes gue reduzem a sintess de amido. A guantidade
de nitrogénioc do resfduoc foi relativamente alta, com wvalores
de 9,5 e 10,6%. O método de LANDRY~-MOUREAUX (1970} apresenta
uma extragao da ordem de 85% em endosperma normais. Entretan-
to, como pode-se observar no trabalho de MISRA et al., (19754) os mutan -

tes yue reduzem a sintese de amido e 0s dunlaos mutantes,resultantss



TABELA VIII: Distribuigado de nitrogénio nas fragoes proteicas
de endospermas sugary opaque~2, nos grupos segre

gantes II e v,!

Grupo de espigas

Fragéoz 1T v
Amincacidos livres 12,3 a?d 18,1 b
Albuminas e globulinas 10,8 a 13,3 s
Zeina 8,8 a 5.8 a
Glutelina-1 8,1 a 8,6 a
Glutelina-2 14,1 & 12,8 a
Blutelina-3 36,1 a 32,5 a
Residuo 9,5 & 10,6 a

10s valores representam meédia de seis espigas.

’Porcentagem do nitrogdnic total.

30s valores com a mesma letra dentro de uma mesma linha nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabildidade.



ﬂ41.

da combinagdo desses genes com o opaque-2, apresentam uma por-
centagem menor de extracéo do que o normal, ao redor de 90%.

0 endosperma sugary opaque-2 difere, ainda, do nor
mal por apresentar maiores guantidades de aminoacidos livres
{ARRUDA et al ., 1978; MISRA et al., 1975¢c). As quantidades
de aminodcidos livres foram relativamente elevadas nos endos
permas sugary opaque~2, nos dois grupos de espigas, com o
grupe II apresentando em média 12,3% e o grupo V, 18,1%. Es-
sas pﬁrcentagens sendo estatisticamente diferentes, indicam
que a maior quantidade de endospermas nofmais presentes no
grupo Il afetou a quantidade de aminodcidos livres acumula-
dos no endosperme mutants. O endosperma mutante, em espigas
desse grupo, apresentou uma quantidade de aminoacidos livres
mals proxima daguela que & encontrada comumente nos endosper
mas narmals. Entretantoc essa diferenca representa sapenas 5,8%
do total de nitrogénio do endosperma. Além disso esse pequg
no efeito € aparentemente diluido nas varias fragdes protei
cas dos endospermas sugary opaque~2, uma vez que Nao ocorre-
ram diferengas para proteinas nos grupos II e V. Portanto, a
alteragao ocorrida apenas para os aminodcidos livres, como
ccnseqﬂéncia da maior quantidade de endospermas normais na
espiga, tem efelto desprezivel, insuficiente para influir
na composigdo proteica de endospermas mutantes em espigas 58

gregantes.



4, CONCLUSAD

A produgao de diferentes proporgoes de endospermas
normal- e sugary opaque-2 em espigas segregantes, com forma -
gao de um gradients de fonte de Consumo, parece nac afetar o
peso seco, a porcentagem de umidade, a porcentagem de nitrogé
nio total e 2 porcentagem de zeina nes dois tipos de endosper
vmas, Essas caracteristicas permanscerem inalteradas no endos-
perma normal e no endosperma Sugary opaque~Z, de sementes pro
vindas de espigas segregantas com cinco proporgoes genctipi-
cas bem distintas. Esses resultados indicem que os diferentes
fluxos de nutrientes gerados nas espigas sggragantes,néo in -
terferem no acdmulo de matéria seca, de zeina e de nitrogénio
total nao sS no endosperma duplo mutante , como também no en-

dosperma normal.

As cutras fragdes proteicas do endcsperma sugary



opaque—2, & semelhanca da zeina, também ndo séo

.43,

afetadas por di

ferentes proporgoes de endospermas normais na espiga. A quanti-

.dade de aminoacides livres do endospermas duplo
pareca ter sido influenciada pela guantidade de
mais na espiga, revelou diferencses equivalentes

de total do nitrogenio no endosperma.

Os resultados obtidos indicam a alta
estudos comparativos do efeito de genes shgary-e

pigas segregantes de plantas mutantes.

mutante, embora

endospermas nor

o

a apesnas 5,86

viabilidade de

opague—2 em es-



5. RESUMD

Sete tipos de espigas segregantes, com proporgées
distintas de endospermas do duplo mutante sugary opaque-2 e
do tipp nmormal, foram preduzidas artificialmente para inves-
tigar se as diferentes fontes de consumo geradas poderiam al
terar caracteristicas fIsicas e conteddo de proteinas dos dois
tipos de endospermas estudados. As espigas segregantes foram
obtidas atraves de polinizacdo de plantas sugary opaque-2 ,
com sete diferesntes misturas de polem, preparadss com base
no volume dos micrdosporos. Os endospermas foram analisados
na maturacado fisioldgica, em seis espigas individuais de ca-

da grupo ssegregante.

A quantidade de matéria secae (mg/endocspermal, 8
porcentagem de umidade, a porcentagem de nitrogénio total =
2 porcentagem de zeina naoc foram alteradaes nos diferen
tes grupos segregantes, tanto nos endospermas normails ,

como  nes  endospermas sugary opaque-2. Esses resulta -
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dos demonstram que o ascumulo de metéria seca., de nitrogénic to-
tal e de zeina nos endospermas sugary opaeque-2 & normal nag fo-
ram influenciados pelos diferentes fluxos de nutrientes gerados

nos grupos segregantes.

As outras Frggaes prdteicas de Landry-Moursaux nos
endospermas sugary opaque~2, & semslhanga da zeina, ni3o se mos-
traram diferentes em doils grupos segregantes distintos com 71,7
e 7.8% de endospermas normails. A guantidade de aminodcidos 1i-
vres, apesar de ter sido estatisticamente menor no grupo com
proporgao de 71,7% de endospermas normais, revelou uma peguena
diferenga equivalents a 5,8% do total do nitrogénio no endosper

Mmaa

0s resultados obtidop indicam a alta viabilidade de
estudos comparativos do efeito de gene sugary e opaque~2 em espl

gas segregantes de plantas mutantes.



6. SUMMARY

Seven groups 0f segregating =ars with different nor
mal to sugary opaque-2 endosperm ratios were produced artifi-
cially to see whether the different sink effects of the two
maize types could influence each other in terms of physical
or protein characteristics when developing side-by-side on
the same ear. The ssgregating ears were produced after pollina
tion uvf sugary opagque-2 plants using differsnt pollen mixtures
of nurmal and sugary opagque—-2 pollen grains based on volume of
rmicrospores, Endospsrms were analysed at maturity from six in-

dividual ears in sach of the seven segregating groups.

Ory Matter accumulation (mg/éndospermJ, moisturs
percentage, total nitrogen percentage, and zein percentage
were studied. These traits were not altered in both normal and

sugary opaque—2 endosperms of the several segregating groups.
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The results demonstrate that dry matter, total nitrogen and
zein accumulation in normal and sugary opaque-2 gendosperms
are not affected by different levels of nutrients taken into

the segregating ears.

The Landry-Moursaux fractions in the sugary opa -
que—2 endosperms also showed no difference between the two
segregating groups containing 71.7 and 7.89% of normal endos-
perms. The amount of free amino acid, though statistically
lower in the group with 71.7% of normal gndosperms, showed
small differsnce corresponding toc 5.8% of total endosperm

nitrogen.

These results indicate thet the use of segregat -
ing ears is highly appropriated for comparative studies of

sugary and opaque-2 genes sffects,
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