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A " adenina
‘Ala alanina
Arg arginina
ASG : glutelina soldvel em dlcool
BSA soro albumina bovina
C citosina
cDNA DNA complementar
Cys cisteina
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DTT ~ditiotreitol
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kDA . quilodalton
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Leu leucinsa
LM-1II Landry-Moureaux II
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mRNA RNA mensageiro
ONPG orto-nitrofenil- @ D—galactoplran051deo
azp ' fésforo 32
pb - pares de bases
pl’ ' ponto isoelétrico
Pro 4 prolina
qsp " quantidade suficiente para
RER - reticulo endoplasmitico rugoso
RNA dcido ribonucléico
RSP proteina solivel reduzida
SDS - dodecil sulfato de sédio ,
SDS-PAGE eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo SDS
Ser serinsa
T ' timina
TCA dcido tricloroacético
TEMED N, N, N3, Ni-tetrametiletilenodiamina

Tyr tirosina
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Val
2-D
2-ME

luz ultravioleta
valina
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2-mercaptoetanol
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I - INTRODUCAQ

I.1. PROTEINAS DA SEMENTE DO MILHO

Nos cereais, as proteinas correspondem a
aproximadamente 10%¥ do peso seco das sementes. 0 estudo das
proteinas da semente é fundamentado no trabalho desenvolvido por
OSBORNE (1908, 1914), que classificou estas proteinas de acordo
com a  sua solubilidade em .diferentes solventes. Assim, sas
proteinas soliveis em 4gua foram designadﬁs ALEUHINAS; as

_soliveis em solugdes salinas foram designadas GLOBULINAS; as
soliveis em alcool, PROLAMINAS; e as soliveis em solugdes 4&cidas
diluidas ou solugdes badsicas, GLUTELINAS. Foi soante na udltima
década que a classificagfio de OSBORNE comegou a ser Qquestionada
devido ac aparecimento de novas metodologias de extragdo (BRIGHT
e SHEWRY, 1983). BYERS et al. (1983), por exemplo, observaram que
a éxtracio das glutelinas do trigo variava de acordo com fatores
como a teméeratura das extragdes, solventes, tampdes etc. Baseado
neste fato, BYERS et gl (1983) propuseram que as proteinas da

semente fossem classificadas em: proteinas metabélicas, proteinas

de reserva e proteinas estruturais.

As protelnas de reserva s3%o aquelas que se

-acumulam em quantidades substanciais na semente. Alguns dos



fatores que comumente caracterizam este tipd de proteina s#o: (a)
sua importfncia na alimentag#o humana e animal; (b) sua

composigdo peculiar de aminodcidos; nos cereais, por exemplo, as

proteinas de reserva sic deficientes em aminodcidos essenciais; - -

{e) sua locaiizacio, em organelas de reserva denominadas de
corpisculos protéicos; (d) grupos relacionados de polipeptideos
geralmente compdem estas éroteinas (PERNOLLET e HOSSE, 1983;
LARKINS et al., 1884).

Aparentemente, as proteinas de reserva ndo

" possuem nenhuﬁa fungdo enzimética (LARKINS, 1882). A principal
funcio destas proteinas & fornecer nitrogénio reduzido (N) ao
embridio e & pléntula durante a germinacid e nas fases iniciais de
crescimento. Nestes estagios, as proteinas de reserva sdo
hidrolisﬁdas e_os amiﬁoécidos- sdo libéfados (SPENCER, 1984). As
—“proteinas metabdlicas e éstruturais' (albuminas, globulinas e
<ﬁlgumas glutelinas) também s#o hidrolisadas e os aminodcidos
liberados s#o ﬁtilizados pela pléntula durante o desenvolvimento.
Contudo, esta é uma fung¢dio secundidria das proteinas metabdlicas e

estrutursis (WILSON, 1987).

As prolaminas s#o as proteinas de reserva
encontradas em maior quantidade no endosperma dos cereais, com
exceciio do arroz e da aveia (MIFLIN e SHEWRY, 1879). O alto teor
de prolina e glutamina observado nestas proteinas foi responséavel
pelsa denominagdo de brolaminas dada a elas por OSBORNE (1808). O
nohe dado para as prolaminas dos diferentes cereais é baseado no

nome da espécie. Assim sendo, a prolamina do milho (Zea mays L.)



é denominada zeina, a prolamina da cevada (Hordeum vulgare L.) &

denominada hordeina etc. (LARKINS et al., 1884).

A zeinsa é composta por um grupo de prolaminas
que representa mais de 50X das proteinas encontradas no
'endosperma. Essa proteina é responséavel pelo baixo teor nutritivo
do milho, uma vez que ela apresenta deficiéncia em aminoédcidos
essenciais, principalmente lisina e tfiptofano. Outras
caracteristicas da zeina s#o o tamanho relativamente pequeno e a
heterogeneidade de carga (PAYNE e RHODES, 1982). A sintese da
-zeina ocorre nﬁ endosperma em desenvolvimento, entre 12 a 50 dias
apés a polinizagdo (PEDERSEN et al., 1982).4Durante a biossintése
da zeina, uma sequéncia sinalizadora localizada no termin#l amino
do polipeptideo que estd4d sendo sintetizado parece iniciar uma
intera¢§6 entre o ribossomo e o retiéhlo endoplasmatico rugoso

~(RER), resultando na formaéao de unm pﬁlissomo ligado & membransa
-(LARKINS et al., 1979). Este polipeptideo sinalizador é removido
& medida em qﬁe as proteinas entram no RER e se associam para
formar os corpisculos protéicos (LARKINS et al., 1884). Os
corpﬁsculps protéicos s#o limitados por uma membrana que
apresenti polissomos aderidos & sua superficie (LARKINS, 19789).
Foi sugerido por BURR e BURR (1979) que oS peptideos
sinalizadores das zeinas, sintetizados nos polissomos aderidos as
membranas dos corpisculos protéicos, sio removidos quando os
polipeptideos passam pela membrana do- corpﬁscﬁlo protéico para

ali se depositarem. O conteido ¢ a concentrag¢iio da zeina parecen

diminuir em direg¢#o ao centro da semente, ji que nesta direg#o os



corpiisculos protéicos tornam-se menores e menos frequentes (BURR

e BURR, 1979).

Con exce¢dio da aveia, onde as globulinas sdo
as principais proteinas de reserva, nos cereais em geral as
albuminas e globulinas estéo concentradas no embrifio e na camada
de aleurona da semente (PAYNE e RHODES, 1982). No milho, as
. albuminas e globulinas representam juntas 6% da proteina total
encontrada no endosperma (HANSEL et al., 1973). Ao contrédrio do
gndospermg, no embri%io do milho as albuminas cheganm a representar
BQX.ou mais da proteina total (TSAI, 1883). As albuminas e
globulinas sé#o sintetizadés logo no inicio do desenvolvimento ~da.
semente (MISRA .et al., 1é75a; "TSAI, 1979b). As albuminas
representam principalmente &8s enzima; envolvidas no metabolismo
do grio em desenvolvimento (PAYNE e ﬁﬁODE8; 1982). Poucas das
‘muitas enzimas encontradas nesta fragdo foram isoladas e
.caracterizadas (WILSON, 1983). Entre as enzimas identificadas em
gel desnaturante de poliacrilamida estdo a sacarose sintetase e
as enzimas envolvidas na sintese de amido, que s8o requeridas em
gréndes quantidades, Jja que a sintese de amido é a principal
reacao‘metabélica'do eﬁdosperma (WILSON, 1887). N&o estd claro
qual a fun¢so das globulinas no endosperma, isto é; ndo se sabe
se estas proteinas estariam envolvidas em metabolismo, estrutura
.ou reserva (PAYNE e RHODES, 1982). Quanto ao embriZo, KHAVKIN et
al. (1978) sugerem as globuiinas como sendo as principais
éroteinas de reserva neste tecido. Elas seriam responsdveis pelo
fornecimento dos aminoécidos utilizados na sintese de enéimas

envolvidas na hidrélise das proteinas de reserva do endosperma



durante a germinag3io. As globulinas do milho fém sido pouco

estudadas devido & sua baixa porcentagem no endosperma.

As glutellnas representam a fracao protéica
mais dlficll de ser caracterizada e definida por duas razdes: (1)
n#io sfio solubilizadas facilmente e (2) qualquer residuo de
albumina, globulina ou -pfolamina remanescente de extragdes
sequenciais prévias ird contaminar a frag#o de glptelina, que é =
iltima a ser extraida do endosperma (PAYNE e RHODES, 1882). Foi
observado que quando as glutelinas s#o extraidas com solu¢des
&cidas e submetidas a eletrbforese em géis de amido, elas nio
conseguem penetrar os poros do gel devido ao seu alto peso
noleéular (BOUNDY et al., 1987). Contudo, quando um agente
_redutor como o 2—mercgptoetanol (2-ME), por exgmplo, & 4incluido
na extrac#io ha uma redu¢do do peso mole;ular, o que indica que as
‘glutelinas sfio compostas por subunidades mantidas juntas através

de pontes dissulfeto (PAYNE e RHODES, 1982).

A porcentagem de glutelinas no endosperma do
milho gira em torno de 34X (HANSEL et al., 1973). Apesar da
quantidade de deposigédo de glutelinas no endosperma aumentar com
a éuantidade de =zeina, a sua porcentagem na proteina total do
griio diminui com o decorrer do desenvolvimento do endosperma, Jjé
qu; a velocidade de deposigio de zeina é maior (MUNTZ, 1982). As
glutelinas s#o as principais proteinas de reserva do arroz. Neste
cereal, no qual elas representam 80X da proteina total, a sua

gintese predomina durante todo o pericdo de acumulagio das

proteinas de reserva (PALMIANO et al., 1988).



)

Acredita-se que as glutelinas do milho sejam
proteinas estruturais (TSAI, 1883). WOLF et al. (1867)
mencionaram que as glutelinas seriam responséveis pela formacgé#o
vde uma matriz ao redor dos grios de‘ amido e dos corpisculos
protéicos da zeina. .Posteriormente, CHRISTIANSON et al. (1889,
1974) utilizaram centrifuga¢iio em gradiente de sacarose para
isolar as proteinas da matriz do endosperma em desenvolvimento.
Ficou constatado gque a composi¢#o de aminodcidos destas proteinas
é similar & composig#o de aminodcidos das glutelinas extraidas do
"endosperma com solugdes contendo 2-ME e dodgcil sulfato de sdédio
(SDS). Quando as proteinas da matriz s3o tratadas com 2-ME, as
ligagdes que mantém estas proteinas junﬁas s8io rompidas (WALL e
PAULIS, 1978), liberando assim os grios de amido e os corpusculos

protéicos. o

I.2. CARACTERISTICAS DA PRINCIPAL PROTEINA DE
RESERVA DO MILHO -- ZEINA

Os primeiros estudos sobre os solventes e
condigdes de extragdo da zeina foram feitos por OSBORNE (1897) e
OSéORNE e MENDEL (1814). Eicou concluido destes estudos que a
zeina é solivel em dlcool, dcido acético e fenol. As zeinas sé#o
também soliveis em détergentes (TSAI, 1983). Quanto as solugdes
alcoélic#s, OSBORNE (1887) demonstrou que a zeina pode ser
extraida com metanol 85X, etanol 60 a 85X e isopropanol B60%.

Entre as solugdes alcodlicas, as mais utilizadas para extrag#o



da zeina s#@o as de etanol ou isopropanol 60 a 70% em &gua (ESEN,
1986). Além dos solventes, outros fatores afetam a extragHo
quantitativa da zeina; s#io eles: a ‘quantidade de lipidios na
farinha, a temperatura da extrac¢3o e-os.tipos de interagdes entre
As proteinas (TSAI, 1983). Foi sugerido (BAUDET et al., 1866;
DALBY, 1974) que a extrac3o da zeina quando feita & temperatura
. ambiente nio é t#o eficiente quanto as extragSes realizadas a
SOOC por 90 minutos. O uso de agentes redutores na solugio de

extragiio também torna a solubilizagZo da zeina mais eficaz (TSAI,

1983).

A zeina é composta por proteinas que diferenm

na sua solubilizagfo em &lcool dependgndo da presenga ou saus@ncia

do agente redutor 2-ME (LARKINS et al.,1984). Q fato de
netodologias ligeiramente bdiferentes ‘£erem sido wusadas pelos
~diversos pesquisadores para s extragfo da zeina contribuiu para o
.aparécimento da nomenclatura arbitraria e complicada existente
atualmente (SHOTWELL e LARKINS, submetido para publicag8o). Assim
. sendo, a zeina extraida do endosperma do milho em solugdes de
etﬁnol 70% ou isopropancl 55% na ausé&ncia do agente redutor é
conhecida como: LH?II, éeina—l (LANDRY e MOUREAUX, 1970; SODEK e
WILSON, 1971). Geralmente, apbs a extra¢#o com solug¢Bes de &lcool
sem 2-ME segue-se uma segunda extrac®o com solugdes de 4lcool
.contendo 2-ME. A zeina extraida nestas condigdes é conhecidﬁ
como: LM-III, glutelina-1, zeina-2, glutelina solivel em 4lcool

(ASG) e zeina-similar (LANDRY e MOUREAUX, 1870; SODEK e WILSON,
18971; PAULIS e WALL, 1871, 1977a; MISRA et al., 1875). A 2zeipg



extraida diretamente em solugdes de 4dlcool coniendo o agente

redutor é chamada de zeina total (WILSON, 1887).

ESEN (1988) separou a zeina através de
solubilidade diferencial em trés fragdes cdm éomposicio de
polipeptideo prépria. Assim sendo, essas trés classes foram
designadas de o -zeina, @—éeina e XY-zeina (ESEN, 1988; WANG e
ESEN, 1986).'A.{-zeina.é solivel em etanol 95X (MCKINNEY, 18358)
ou isopropanol 90X (ESEN, 1988). Ela represenfa 80X da =zeinsa
total (ESEN, 1988). A @-zeina é solivel em solugdes de.
isopropanocl 60X e representa' 15X da éeina total. Apesar de ser
solivel em isopropanol 60%, a extragdo da g-zeina &€ limitada
quando o agente redutor n8o é adicionado ao solvente (ESEN,
19886). A ¥-zeina é extraida em solugdes de dlcool ou em dgua na
presenga do agente reautor e represenfﬁ S5 a ld% da zeina total

" —~(ESEN, 1386).

Quando a zeina total 'é submetida a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
s6dio (SDS-PAGE), ela geralmente se subdivide em cinco classes de
peso molecular aparente de: 27, 22, 19, 14-18 e 10 kDa (SHOTWELL
e 'LARKINS, submetido para publicag#o). Apesar dos pesos
moleculares aparentes destas classes de zeina variarem de gel
para gel, como pode ser constatado nas diversas publicagles
(GIANAZZA et al., 1977; LEE et al., 1978), o perfil de ‘separacﬁo
da proteina é reconhecido facilmente nos géis (BUNCE et al.,

w"1985).,Esta variagdo nos pesos moleculares publicados levou

HILSONA(1987) a propdr que as diferentes classes de zelna fossenm
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denominadas par letras, aoc invés de peso. molecular aparente.
Assim sendo, a classe de 22 kDa foi denominada ‘de zeina-A; a
classe de 19 kDa foi denominada de zeina-B; as classes entre
14-16 kDa foram denominadas de zeina-C; e a classe de 10kDa, de
-zeina-D. HILSON (1887) referiu-se & zeina de 27 kDa como proteina
solivel reduzida (RSP). Esta proteina é conhecida também como
glutelina reduzida solavel em 4lcool (PAULIS e WALL, 1971) e
glutelina-2 (PRAT et al., 1985). A denominacdio de<, B e ¥ zeins
também ajuda no agrupamento das diversas classes de peso
polecular aparente. Assim, a o{—zeina ehgloba as proteinas com
peso molecular aparente entre 19 a 24.kDa,-a @-zeina representa

as proteinas de 14 a 16 kDa e a XLzeina representa a classe de 27

kDa (SHOTWELL e LARKINS, submetido para publicacHo).

o - Eoivconstatado'qu;~as diferentes classes de
~“zeina apresentam caracteriéticas préprias. A zeina de 27 kDa se
-ﬁcumula ao redor da parte interna da membrana dos corpisculos

protéicos (LUDEVID et al., 1884). A presenga de polipeptideo
sinalizador na zeina de 27 kDa & conivente com a presenga desta
proteina.dentro dos corpudsculos protéicos (LUDEVID et al., 1884).
Una das caracteristicas da zeina de 27 kDa é seu alto teor de
prolina (25%) (SHOTWELL e LARKINS, submetido para publicagyg),
PRAT et al. (1985) subdividiram & sequé&ncia madura da zeina de 27
kDa em cinco regides. Segundo PRAT et al. (1985), a primeira
regidio no terminal -NHz é um segmento de 11 aminoacidos.
Seguindc-se a este segmento, a segundé regilio, denominada regifo
repetitiva, é composta  por 8 cépias &o hexapeptideo

Pro-Pro-Pro-Val-His-Leu. A terceira regifig ¢ composta por uma
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sequéncia Pro-X alternada entre os residuos 70 e 81. 0O terminal
-COdH é rico em glutamina e foi subdividido em dois, dando origem
4 quarta e quinta regido. A quarta regifio é composta pelos
residuos de 92 a 148. Esta regifio é rica em cisteina e apresenta
certa homologia interna; j&  que o heptapeptideo
Gln-Cys-X-Glx-X-Leu-Arg é repetido por 2 vezes e a sequéncia
~ relacionada Gln-Cys-Gln-Ser-Leu-Arg também ocorre nesta regifio. A
quiﬁta regifio comega no residuo 148 e nd&o apresenta homologia
interna. Existe uma certs homologia entre a zeina de 27 kDa e a .
zeina de ‘15 kDa (SHOTWELL e LARKINS, submetido para publicagdo).
" Bsta homologia ocorre entre os aminodcidos 34 a 48 da zeina de 15
"kDa e os de 112 a 125 da zeina de 27 kDa. A outra homoloéia
observada para estas proteinas é entre os aminodcidos 61 a 73 da
zeina de 15 kDa e os de 130 a 141 da zeina de 27 kDa (SHOTWELL e

LARKINS, submetido para publicagdo).

—

0 peso molecular dos 204 residuos da zeina de
27 kDa foi deduzido com base na sequéncia do clone de cDNA pME
119 da proteina como sendo de 21.780 daltons (PRAT et al., 1985).
Duas possiveis explica¢les foram dadas por WANG e ESEN (1886)
parsa o’fato do peso molecular aparente da proteina calculado em
géis de SDS-PAGE ter aproximadamente 5 kDa a mais que o peso
nolecular calculado através da sequéncia de aminocdcidos. A
.primeira explica¢fo seria que os aminoédcidos histidina e arginina
presentes na proteina reduziriém a carga negativa do complexo
ﬁroteina—SDS, que ante a influéncia de um campo elétrico‘migra em
direg#o do anodo no gel de poliacrilamida. Assim sendo, a redugdo

da carga negativa diminuiria a velocidade de migragio da proteina
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no gel. A outrsa possibilidade seria que a preponderfincia da
pfolina na estrutura primaria da proteina pode fazer com que as
cadeias de polipeptideos se estendam completamente como resultado
da destruigdo da estrutura secunddria e tercidria da proteina
pelo agente desnaturante. Logo, uma cadeia de polipeptideos
»astendida iria migrar maisAvagarosamente no gei do que uma do

mesmo tamanho parcialmente desnaturada.

As zeinas de 19 e 22 kDa apresentam uma
composig¢do de aminodcidos similar, sendo qﬁe os aminodcidos mais
‘abundantes nestas frag¥es sio a glutamina (20%), leucina (20%),
alanina (14%) e prolina (9%X) (LARKINS et al., 1884),. Os
comprimentos das proteinas maduras Qariam de 210 a 245
anihoaciQOS (SHOTWELL e LARKINS, submétido para publicagiio). A
estrutura primaria 'completa destas‘ proteinas foi primeiramente
“determinada por GERAGHTY et al. (1981) através do sequenciamento'
'éo clone de cDNA A30. Entre as caracteristicas observadas na
sequéncia de aminodcidos da proteina estid o aparecimento de
repetigdes de dipeptideos. Assim éendo, o dipeptideo Ala-Ala

[ d

aparece ~ vezes; o dipeptideo Leu-Leu, 8 vezes; e o dipeptideo
Gln-Gln,:14 vezes. Outra caracteristica observada foi a presenga
de repeti¢5es de peptideos de 20 aminodcidos, gque aparecenm
aprokimadamente 8 vezes na regifio central da proteina (GERAGHTY
et al., 1881). Segundo LARKINS (1983), a primeira destas
sequencias repetitivas que ocorrem na zeina de 18 e 22 kDa comegs
entre 35 a 36 amino&cidos do terminal -NHz. O terminal -COOH que

se segue a estas repetigSes é levemente maior na zeina de 22 kDsa,

sendo ent@io responsdvel pela diferenga de tamanho encontrada



12

entre as du&s zeinas (LARKINS, 1983). ARGOS et al. A(1982)
utilizaram-se de modelos estruturais'gerados em coﬁputadores e
propuseram que os peptideos repetitivos s#o alfa-hélices que
interagem através de pontes de hidrogénio para dar a configuragdo
de bastio as moléculas de proteinas. De acordo com o modelo, os
residuos de glutamina ficariam nos finais das héiices e formariam
pontes de hidrogénio com moléculas de proteinas vizinhas, o que
poderia contribuir para a agregagdo das proteinas nos corpuisculos
protéicos (ARGOS et al., 1882; LARKINS, 1983; SHOTWELL e LARKINS,

- submetido para publica¢8io). Foi lévantada a hipdétese de gque se
estas sequéncias repetitivas fossem de fato importantes para a
estrutura do polipeptideo e ggregamento do mesmo nos corptisculos
protéicos, qualquer tentativa de engenharia da proteina

envolvendo estas sequéncias seria desvgntajosa (LARKINS, 1983).

~

_ A composig@io de aminodcidos das diversas
‘classes de zeina é similar no sentido dé que todas s#do ricas nos
aminodcidos glutamina, leucina, alanina e prolina (GIANAZZA et
al., 1877). Contudo, as zeinas de 27, 15 e 10 kDa s#o
caracterizadas pelo alto teor de metionina e cisteina (GIANAZZA
et‘al., 1977). O fato destas ciasses de zeina s6 serem extraidaé
na preéenca do agente redutor levou PAULIS et al. (1868) a
proporem que estas proteinas interagem através de ligagdes
dissulfeto (-S-S-). De acordo com GIANAZZA et al. (1977), as
'pontes -8-8- formadas pelss zeinas' de 15 e 10 kDa estariam
enyolvidas na formagio dos corpisculos de zeina, ja ‘que elas

estabilizam agregados macromoleculares. PEDERSEN et al. (1988)

determinaram a sequéncia de aminodcidos da zeina de 15 kDa
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através do sequenciamento do clone gendmico. gZ15A. Ficou
conétatado gque a proteina contém 160 aminodcidos, sendo que 18
residuos s#o de metionina e 7 s#o de cisteina, formando Jjuntos
15,8X do total de aminodcidos. As metioninas est¥o localizadas em -
fres grupos de aproximadaménte 30 'aminoécidds cada unm. 0-
primeiro, entre os residuos de 1 a 30, contém 4 metioninas; o
~ segundo, entre os residuds de 59 a 88, contém 7 metioninas; e o
teréeiro, entre os residuos de 115 a 145, contém 7 metioninas.
Estes blocos est¥o separados um do outro por aproximadamente 30
amino&cidos (PEDERSEN et al., 1986). Duas regides de homologisa
foram  identificadas entre os residuos de 45 a 50
.(Ala-Ala-Ala-Pro-Tyr—Tyr) ‘8 os de _154 a 180
(Ala-Ala—Ile—Pro;Pro—Tyr—Tyr), mas nenhuﬁa sequéncia repetitiva
de peptideos foi identificada na zeina de 15 kDa (PEDERSEN et
al., 1986). Tamsén nﬁo. foi identificada nenhuma homologia de.

—

-sequéncia entre as zeinas de 22 e 19 kDa e a de 15 kDa.

Apesar da zeina de 10 kDa ter uma composigéo

. de aminodcidos similar & da zeina de 15 kDa (GIANAZZA et al.,
i977), elas diferem na solubiliza¢do em dlcool (ESEN, 1986).
KIRIHARA et al. (1988) ‘determinaram a sequéncia de nucleotideos
do clone de c¢DNA 10kZ-1 e, através desta sequéncia, ficou
constatad§ que a zeina de 10 kDa é composta por uma sequéncia de
,129 aminodcidos. Esta sequéncia & extremamente rica em metioninﬁ
(22,5X) (KIRIHARA et 1al., i988). PHILLIPS et al. (1981)
detectaram um teor de 30% de metionina nas protelnas da semente
da linhagem de milho BSSS-53. Foi constatadp que o aumento de

metionina nesta linhagem era o resultado do aumento dos niveis da
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zeina de 10 kDa no endosperma (PHILLIPS e HCCLURE, 1885). Quando
o8 niveis de RNA da zeina de 10 kDa nas linhagens de milho
fBSSSf53 e W23 foram comparados, ficou constatado que eles eraﬁ
mais substanciais na linhagém BSSS-53 (KIRIHARA et al., 1988).
Duas hipéteses foram levantadas para explicar esses aumentos. A
primeira atribui o =aumento dos niveis de RNA a um aumento da
transcrigiio do gene (s) da zeina de 10 kDa e a segunda'levanta a
possibilidade da estabilidade do RNA encontrado na 1linhagem
BSSS-53 ser diferente da encontrada na linhagem W23 (KIRIHARA et
- al., 1988).

'1.3. HETEROGENEIDADE DE CARGA DA ZEINA

Quando' submetiaava ﬁnélise em gel de
focalizagio isoelétrica (IEF); a zeina total apresénta um padrdo
bastante heterogéneo (GIANAZZA et al., 1977). Neste tipo de gel,
a zeina é separada em aproximadamente 15 coméonentes (SOAVE et
al., 1975). WILSON (1984) introduziu avangos na metodologia de
separagio dos polipeptideos da zeina em IEF e detectou de 14 a 17
bandas para cada linhagem analisada, sendo gque de 7 a 10 destas
bandas eram bandas principais. Os componentes ‘de IEF s#o
quantitativa e qualitativamente diferentes nas véarias linhagens
de milho (GIANAZZA et al., 1976; GENTINETTA et al., 1875). A
heterogeneidade de carga encontrada na zeina é independente de
interagdes com o meio ambiente e do estdgio de desenvolvimento do

"endospermsa, j4 que n#Ho existe aparecimento de outras bandas ou
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supressio das bandas originalmente encontradas no inicio da

sintese da proteina (RIGHETTI et al., 1877).

Para testar se. a heterogeﬁéidade observads
para a zeina ndo era devida 4 presenc¢a de grupamentos
prostéticos, j4 que a perda de alguns residuos de agucar pode
resultar em microheterogeneidade, RIGHETTI et al. (1877)

" submeteram extratos de zeina a IEF e a seguir coraram os géis com
o reagente peri6dico fucsina-dcida para glicoproteinas e com
Sudan Blqu para detectag¢do de liﬁoproteinas. Nenhum residuoc de
agucar foi detectado nas bandas de IEF da zeina e apenas um dos
componentes menores de pI 3 foi corado com Sudan Black, mas
.constatou-se que -este componente era um residuo de proteina da
membrana do corpﬁscu1§ protéico. A possibilidade das interagdes
anfélito-zeina serem as causas da hetérogeneidade também foram

~“descartadas por RHIGETTI et al. (1977), j4 que os mesmos padrdes
'observados nos géis foram observados em gradientes de densidade
de sorbitol e quando as proporgSes anfédlito-proteina foram
alteradas. A heterogeneidade da zeina também»nﬁo parece ser o
resultado da desamidagdo parcial de glutamina e asparagina, Jja&
que experimentos in vitfo demonstraram que a zeina é resistente a
desamidagdo; contudo, a possibilidade de uma desamidagdo parcial
ocorrer in vitro n#o pode ser completamente excluida (RIGHETTI et

.al., 1977).

VArias evidéncias de que a heterogeneidade da
zeina observada em IEF n#o é devida a artefatos foram sugeridas.

Uma destas evidencias advém do fato de que o padrio de IEF da
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proteina & especifico para cada gendtipo e, além disso, os
resultados de cruzamentos entre linhﬁgens homozigotas de milho
-demonstraram que as geragdes filiais hérdam cada uma das bandas
de IEF da zeina como unidades Mendelianas simples (RIGHETTI et
al., 1977; SOAVE et al., 1978&5. Qutras evidéncias sdoc que as
zeinas sintetizadas in vitro demonstram a mesma heterogeneidade
de carga das zeinas sintefizadas in vivo (VIOTTI et al;,-1978) e
que os polipeptideos de =zeina variam na sua sequéncia de

aminoécidos (VITALE et al., 1880).

_As zeinas de 22 e~19 kDa s#o responsdveis por
grande parte da heterogeneidade observada quando a zeina total &
submetida a IEF (HEIDECKER e MESSING, 1986; SHOTWELL e LARKINS,
submetido para publicag8o). HEIDECKER e MESSING (1986) sugeriram
que as variagles de ﬁminoécidos nas séquénciaé repetitivas das
" —~zeinas de 22 e 19 kDa seriam responsdveis pela heterogeneidade de
carga destas proteinaé. Esta complexidade da zeina observada em
andlises de IEF estd em concordfncia com a heterogeneidade
observada nas sequéncias de DNA dos clones de zeina (GALILI et
al., 1987). A heterogeneidade de carga das zeinas de 22 e 19 kDa
sugere que miltiplos genes codificam para estas proteinas (MARKS
e LARKINS, 1982). Enguanto asvzeinas de 22 e 19 kDa apresentam
uma grande heterogeneidade de_carga, as zeinas de 15 e 10 kDa s@o
compostas por apenas um ou dois polipeptideos, o que esta em
concordéincia com a detecgdo de apenas um ou dois genes que
codificam para estas proteinas no genoma do milho (LARKINS et
al., 1984; KIRIHARA et al., 1888). Quanto & zeina de 27 kDa,
. apesar de ESEN et al. (1981) terem detectado um total de.14 a 186
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componentes em IEF em gel de poliacrilamida contendo uréia 6M e
anfélitos de pH 6-9,5, estes componentes n#o parecem  ser
codificados por uma familia multigénica, j4 que as informagdes
obtidas da sequéncia de 7 clones iﬁde#endentes sugerem que uma
ﬁnica sequéncia codifica par; a proteina (WANG. e ESEN, 19886).

Nenhuma explica¢#o conclusiva foi dada por WANG e ESEN (1986)

~ para a heterogeneidade de carga observada para a zeina de 27 kDa

en iEF.

0 sistema de fdcalizacio isoelétrica da zeina
tep_sido amplamente empregado para a determinagfo do padrdoc da
proteina em diferentes linhagens de milho, o que é extremamente
importante para a caracterizagio e identificag¢#io destas linhagens
(NUCCA et 1al., 1978). Com a caracterizagio das linhagens,
torna-se possivel detectar qualquer tiﬁo dé contaminag¢do entre

~linhagens diferentes e a realizacfo de estudos taxonbmicos, como
‘o desenvolvido por NUCCA et al. (1978), onde 50 linhagens
diferentes foram agrupadas de acordo com as suas respectivas

origens.

I.4. LOCI REGULADORES E SEUS EFEITOS NA ZEiNA

Varias mutacﬁes que reduzem a sintese de
prolamina foram identificadas no milho (SOAVE e SALAMINI, 1984).
Entre estas mutagdes estfio os genes mutantes opaco-2 (02),

opaco-8 (08), opaco-7 (o7), floury-2 (f1l2) e De-B30. Estas
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mutagdes aumentam o valor nutritivo da semente, j& que ao
reduzirem a porcentagem de zeina no endosperma ha um aumento das
-outras fragdes protéicas (albuminas, globulinas e glutelinas) que
sﬁo ficas em lisina e triptofano (DIFONZO et al., 1977; SHOTWELL
e LARKfNS, submetido éara publicagcfo). Quanto & disposigfo destes
genes no genoma do milho, os genes opaco-2 e De-B30 estéo
localizados no brago curtb do cromossomo 7, na mesma regiﬁo onde
foram localizados 7 genes que codificam para a zeina de 18 kDa e
1 gene que codifica para a 2zeina de 10 kDa (SOAVE e SALAMINI,
1984); 0- gené ffioury—2 est4d localizado no brago curto do
Cromossomo 4, n# mesma regidio onde foram localizados 5 genes da
olaése de zeina de 22 kDa e 3 genes da classe de zeina de 18 kDa;
ainda no cromossomo 4, foram localizados genes da zeina de 22 kDa
"no brago longo (SOAVE e SALAMINI, 1984). O gene opaco-7 esta
localizado no brago 1longo do c;omossomo_lo e associado a este
gene estd um gene da zeina de 22 kDa (SOAVE e SALAMINI, 1984). A
localizagdo do gene opaco-6 no genoma do milho é desconhecida
(SOAVE e SALAMINI, 1984). E interessante mencionar gue um gene

que codifica a zeina de 15 kDa foi encontrado no brago longo do

cromossomo 6 (SHOTWELL e LARKINS, submetido para publicagfo).

Entre as mutagdes que afetam a sintese de
zeina, a opaco-2 foi uma das primeiras a ser identificada (MERTZ
et al., 1964). Esta mutagdo é recessiva e faz com que a sintese
de zeina se 1inicie apds a data prevista de 12 dias apés a
polinizag&o (LARKINS et al., 19884). A velocidade de deposigdo da
zeina é baixa neste mutante e termina aproiimadamente 35 dias

.apds a polinizagdo, enquanto que em genétipos normais ela termina
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50 dias apés a polinizagdo (Tsai, 1983; Larkins et al., 1984).
Como resultado, as sementes opaco-2 teém 50% a menos de zeina do
que'as sementes normais (LARKINS et gl., 1984), sendo que a.
‘classe de zeina mais afetada & a de 22 kDa (LEE et al., 1976).
Duas razdes contribuem para és sementes opaco-2 terem um teor
mais elevado de aminocdcidos essenciais do que as sementes
~ normais. A primeira é, obviamente, a redug¢do da zeina e a segunda
é a'reducﬁo do peso do endosperma com concomitante aumento do
peso do embrisio (TSAI, 1983). A razdio pela qual o gene opaco-2
n#o é comumente incorporado em linhagens de milho, ji que ele
aumenta o valor nutritivo do cereal, é que ele introduz efeiﬁos'
colaterais indesejaveis, como redugfio na produglio e endosperma
quebradigo, o qu; contribui para perdas durante a colheita, além

de provocar uma maior susceptibilidade aoc ataque de doengas e

insetos (TSAI, 1983).

As mutagdes opaco-6 e opaco-7 também s&#o

recessivas e causam redugfo na sintese de zeina, sendo gque a
nutagio opaco-8 causa uma redugdo generalizada_da zeina, afetando
igualmente todas as classes da proteina (SHOTWELL e LARKINS,
submetido para publicagao). A mutagdo opaco-7  afeta
principalmente a classe de 18 kDa da 2zeina (DI FONZO et al.,
1980). Do mesmo modo que a mutagio opaco-8, a hutacﬁo floury-2
. também afeta todos os polipeptideos da zeina, sendo gque a
porcentagem desta proteina que a mutagdo reduz é dependente da
dose do gene floury-2 presente no endosperma (LARKINS et al.,
1884). Na condigdo de homozigoto, no endosperma tripldide, o

floury-2 inibe sproximadamente 40X da zeina (SOAVE e SALAMINI,
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1984). Quanto & mutagdio De-B30, ela é dominante e causa uma
redugdio de 30% da zeina, afetando principalmente a classe de 22

kDa (LARKINS et al., 1984).

DI FONZO et al. (1980) utilizaram a linhagen
de milho HB4A nas versdes normal, opaco-2, floury-2 e opaco-2
‘floury-2 e a linhagem W22 nas versdes normal, opaco-2, opaco-7 e
opaco-2 opaco-7 para determinar as intera¢Ses entre os genes
. floury-2 e opaco-7 com o gene opaco-2. Ficou constatado que, na
presenga de 3 doses do aielo recessivo opaco-2, a agdo do
"floury-2 é completamente | encoberta, prevalescendo assim o]
'fenétipo da zeina observado quando somente o opaco-2 esta
presente nd gendtipo. Este. fato indica 'que o alelo opaco-2 &
epistéatico soBre o floury-2 no que diz respeito & sintese de
zeina. Jé no gaso do mutante duplo ééaéo—z opaco-7, na forma
”homozigoﬁa tanto a zéina”de 22 kDa quanto a de 19 kDa séo
‘éuprimidas,.indicando que ambas as mutagdes sdo ativas (DI FONZO
‘et al.,'1980). Os resﬁltados dos experimentos levaram DI FONZO et
al. (1980) a proporem que existem‘vériasvvias de regulagdo da
sintese ds zeiha, sendo que pelo menos uma destas:vias, da qual o
gene ophéo—Z faz parte, estd envolvida com a sintese da zeina de _
22 kDa. Uma outra via, da qual o gene opaco-7 faria parte,
estaria envolvida com a sintese da zeina de 19 kDa. Quanto éo
gene floury—ﬁ, ele estaria ehvolvido ha mésma via de regulacgfio da
quai faz parte o gene opaco-2 (DI FONZO et al., 1980).

N

Os mecanismos através dos quais as mutagdes

. que afetam a sintese de zeina agem s3#o desconhecidos (LARKINS et
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al.f 1984). Contudo, & interessante salientar que mutagdes que
afetam determinados genes da zeina estdo localizados em
‘crohossomos diferentes.desses'genes (HEIDECKER e MESSING, 1986).
Assim sendo, os genes opaco-2 e Dé-B30, localizados no brago
'éurto do cromossomo 7, vio afetar principalmenté a zeina de 22
kDa, que é codificada por genes encontrados sobretudo no
. CromoSSOmo 4.(HEIDECKER e MESSING, 1986). J4 o gene opaco-7, que
cauéa redugo da zeina de 18 kDa (cujos genes est8o localizados
principalmente no cromossomo 7), estd localizado no cromossomo 10
do milho. LANGRIDGE et al. (1982) desenvolveram uma série de
experimentos com as versdes normal e opaco-2 da linhagem de miiho

AB19. Com estes experimentos; LANGRIDGE et =al. (1982) constataram

através de hibr;dizacaes entre os mRNAs bda linhagem normal e
‘nutante com sonda de cDNA da zeina que a redu¢do da proteina no
Fnutante é uma consequéncia da redug¢dio dos niveis de mRNA,
‘principalmente dos mRNAs da =zeina de 22 kDa. Em outros
- experimentos, o DNA gendmico das linhagens normal e mutante foram
digeridos com diversas enzimas de festricéo e hibridizados com as
sondas de cDNA da zeina de 22 e 18 kDa. Ficou constatado que
nenhuma mudanga na organizacio dos genes da zeina ocorre no
nutanté, pois os padrdes de hibridizag¢#o s#o iguais em ambas sas

versdes da A618 (LANGRIDGE et al., 1882).

BURR e BURR~(1982) desenvol#eram experimentoé
similares aos de LANGRIDGE et al. (1982) e também né#o dgtectaram
ﬁenhuma mudanga importante no nimero ou organizag¢do dos genes da
zeina. Os resultados destes experimentos podem indicar que as

nutagdes afetam fungdes reguladoras ao invés das sequéncias que
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codificam para a proteina (SHOTWELL e LARKINS,'submetido para
publicag#io). PEDERSEN et al. (1880) utilizaram versdes normal e
‘opaco-2 de uma linhagem de milho (WB4A), diferente da utilizads
pﬁr LANGRIDGE et al. (1982), e dgterminaram que .0s niveis de mRNA
da zeinﬁ eram reduzidos de 30 a 40% no mutante. Apesar dos

" fatores envolvidos na redug¢zo da zeina no mutante n#o serem

conhecidos, eles podem envolver efeitos na transcrig¢#o dos mRNAs
_ ou na estabilidade dos mesmos (PEDERSEN et al., 1880; SHOTWELL e

LARKINS, submetido para publicagio).

Até 6 momento, nenhum produto dos genes
reguladores da zeina foi ideniificado (SHOTWELL e LARKINS,
submétido para publicag¢io). Contudo, existem outras proteinas

"além da zeina que estio associadas a estes_ genes (SOAVE e
SALAMINI, 1984). Unma delas é uma pfateina solivel, de peso
" ~“molecular aparente de 32 kDa, que é sintetizada no endosperma
normal no periodo de éintese da zeina (SOAVE e SALAMINI, 1984). A
presenga desta proteina no endosperma é inibida em sementes
homozigotas para os genes opaco-2 e opaco-8 (SOAVE e SALAHINI,
1984). Originalmente, pensou-se que esta proteina era um produto
do locus opaco-6. No entanto, experimentos. recentes parecenm
rejeitar »esta hipétese (SHOTWELL e LARKINS, submetido para
publicag¢do). As fun¢des biolégicas da proteina de 32 kDa s#o
desconhecidas (SOAVE e SALAMINI, 1984). DI FONZO et al. (1986)
compararam & composi¢#io de aminodcidos da proteina de 32 kDa com
abda zeina e constataram que essas composigdes sfio completamente
diferentes. Foi constatada também a ausé&ncia de associacép destas

-proteinas com corplsculos protéicos, o que levou DI FONZO et al.
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(1988) a desacreditarem da possibilidade da proﬁeina de 32 kDa
ter funé&es de reserva. Além disso, o fato desta proteina ser
‘encontrada no citossol, onde ela aparentemente n#o interage com
n&nhﬁﬁa outra proteina, torna .provével a possibilidade dela

exercer fun¢des enzimiticas (DI‘FONZO et al., 1986).

A outra.proteina encontrada em associag8o com
os loci reguladores tem peso molecular aparente de 70 kDa (SOAVE
e SALAMINI, 1984). Esta proteina é encontrada no endosperma
normal e seus niveis aumentam & medida em que aumenta a dose de:
‘certos alelos mutantes, coﬁo o floury-2 e De-B30 (SOAVE e
SALAMINI, 1984). Nos estégios iﬁiciais do desenvolvimento do
endoépepma a proteina de 70 kDa foi localizada principalmente nos
corpiisculos protéicos da zeina, mais especificamente (segundo
sugestio de SOAVE e SALAMINI, 1884) ﬁ; membrana do corpisculo
. ‘brotéico. Apesar da fun¢fo exata desta prdteina ser desconhecidsa,
SOAVE e SALAMINI (i984) sugeriram que a proteina poderia
interferir especifiéamente com a 2zeina, alterando a sua sintese,
ou nd&o especificamente, alterando o acumulo da =zeina no
corplisculo protéico através da sua deposigdo anormal na membrana
deste. Uma terceira possibilidade levantada pof SOAVE e SALAMINI
(1984) ¢ de que talvez a proteina de 70 kDa represente um tipo de
protéina de reserva diferente da zeina e que é suprimida no
endosperma normal e liberada na presenga de certos alelos

mutantes.
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I.5. CARACTERISTICAS DOS GENES QUE COFICAM

ZEINA

Muitas das caracteristicas gerais dos genes

.encontrados eﬁ plantas foram primeiramente observadas através de
estudos de genes que codificam proteinas de reserva (DURE, 1883).

Entre estas caracteristicas estéio as sequéncias reguladoras

denominadas de "TATA box", que regulam a precis#o da iniciag¢#io da

transcrigfio, e a “CCAAT box", que regula a eficiéncia da

transcrig#o (GROSSCHEDL e BIRNSTIEL, 1980; MCRKNIGHT e KINGSBURY,

'1982). HU et al. (1982) compararam a sequéncia de nucleotideos do
clone gendmico Z4 da zeina com a sequéncia do clone de cDNA A20 e

locglizaram a sequéncia TATAAATA aproximadamente 30 residuos. a

esquerda. do primeiro nucleotideo, vno.terminai 5° do clone de

cDNA. A sequéncia CCAAT foi iocalizada por HU et al. (1882) a

deséuerda’da "TATA box", sendo que 45 nucleotideos separam os
'primeiros nucieotideos das duas sequéncias. N&o se sabe ao certo
se as sequéncias TATA e CCAAT identificadas s&o sinais

reguladores dos genes da zeina (LARKINS e PEDERSEN, 1882;

HEIDECKEk e MESSING, 1986). Da sequéncia do clone genfmico 24

ainda foi.observado que a sequdncia que codifica zeina se inicia

em um codén ATG e termina em um codon TAG (HU et al., 1882). Os

sinais de poliadenilag8o AATAAA e AATAAG foram encontrados no

clone gendmico Z4, na regisio 3° gque n#o codifica a proteina (HU

et al., 1982).

Una caracteristica singular dos genes de

organismos superiores ¢ apresentar interrupe¢des alternadas
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denominadas ihtrqns entre as sequénciaé codificadoras denominadas
exons (LEWIN, 1983). O fato dos introns serem coﬁsiderados uma
caracteristica comum n#io significa que eles estejam presentes em
todos os genes de eucariotos. A estrutura dosAgenes da zeina, por
,exemplo, foi descritg como sendo similar a de vdrios outros genes
de eucariotos, exceto pelo fato de n#o conter introns (LARKINS e
PEDERSEN, 1982). A ausé&ncia de introns nos genes da zeina foi
detectada através da comparag¢sio da sequéncia de clones de cDNA
com clones gen8micos (HU et al., 1982) e através da andlise de
algas em R em microscépio eletr8nico (PEDERSEN et al., 1982). No
'éxperimento realizado por PEDERSEN et =al. (1982), o clone
gendmico ZG99 ‘(zeina de 18 kDa) foi hibridizado com mRNA dsa
zeina e uma udnica al¢a em R foi observada enm microscébio
elefrbnipo, sugerindo a auséncia de iﬁtrons (pelo menos introns
maiores que 50”pareé de bases. -- pb -- no gene).’Este résultado
ﬂfoi apoiado pela sequéncia de DNA, pois n#8o foram encontradas
.junc6es GT/AG; que s8o tipicas de introns (PEDERSEN et al.,‘
1982). Apesar do resultado de diversos experimentos indicarem a

ausé&ncia de introns nos genes da zeina, LARKINS e‘PEDERSEN (1882)

acham prematura a generalizagfo desta informagido.

I.6. 0S REPRESENTANTES DA TRIBQ ANDROPOGONEAE

0 milho £5i domesticado ha pelo menos 7000
anos atrds e atualmente, com uma produgdio de 475 milhdes de

toneladas, ele & o segundo cereal mais produzido no mundo (GAY,
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1887). O fato do milho ser altamente ddmesticado fez com que ele
perdesse a capacidade de se propagar na natureza sem a ajuda do
homem (BEADLE, 1980). Ao contridrio do milho, algumas gramineas

selvagens, como Tripsacum e teosinte, propagam-se espontaneamente

na natureza (PAULIS e WALL, 1977).

ApeSar da origem do milho n8o estar
esclarecida, um grau de parentesco é atribuido entre o milho e as
gramineas selvagens Tripsacum e teosinte. Os resultados de
experiéncias citogenéticas e de hibridizacﬁes entre o milho e o
. teosinte, as duais produziram descendentes férteis, levam a crer
que o teosinte seja o ancestral mais préximo do milho (GALINAT,
1974). HAKE e WALBOT (1980) realizaram uma série de experimentos
de hibridizag8o de DNA para definir as relagdes existentes entre
o genoma do g}lho e seus possiveis proéenitores, entre eles o

—teosinte. Estes autorés éoﬁstataram qde o DNA do milho tem muitas
,sequéncias eﬁ' comum com o teosinte. E mais, os teosintes das
ragas Chalco e Guatemala provavelmente contribuiram para o genoma
do milho, o que est& em concordéncia com os dados obtidos em
experimentos citolégicos e morfolégicos (HAKE e WALBOT, 1880).
‘Segundo fAKE e WALBOT (1980), o impacto da seleg¢fio humana na

evolugdo do milho contribuiu para a distfincia existente entre ele

e as gramineas aparentadas.

A constatag8o de que cruzamentos entre o
nilho e o Tripsacuﬁ e entre o milho e o teosinte produzenm
descendeiites férteis torna vidvel o uso destas gramineas como

fonte de variabilidade genética para o milho (PAULIS e WALL,
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1877). Com o ﬁsol de hibridiza¢des entr§ o milho e as gramineas
selvagens, vdrios genes de relevéncia econﬁmica- poderiam ser
transferidos do Tripsacum e do teosinte para o milho. Como
exemplo de um destes genes, podemos citar o gene que codifica
para resist8ncia a Puccinia sorghi, causadora da ferrugem no

milho (BERGQUIST, 1981).

PAULIS e WALL (1977) utilizaram Tripsacum
dactyloids, teosintes Chalco e El Salada, milho de pipoca
argentino, o hibrido comercial de milho SX52 e uma linhagem de
‘milho com alt& teor de proteina ("Illinois High Protein") para
uma anilise comparativa dos aminodcidos das.proteinas de reserva
do gr@io. Foi constatado que existem pequenas diferengas na
composi¢io de aminodcidos nas albuminas e globulinas dos diversos
nateriais. Confudo,-oé gréos dos teosiﬁtés contém um pouco menos
~de lisina que os outros. A composicid de aminocdcidos das =zeinas
. também é similar,>sendo que o Tripsacum contém um pouco mais de
metionina. Quanto as ASG, existem pequenas diferengas entre os
nateriais e o Tripsacum apresentou novamente o maior teor de
netionina. Ficou constatado que s fragio rgsponsﬁvel pela maior
‘porcenta; em de metionina no Tripsacum é a ASG, tendo sido
sugerido §or PAULIS e WALL (1977) gque a introdug¢8o de genes do
Tripsacum no milho poderia elevar o teor de metionina neste
cereal. A composigdio de aminodcidos das proteinas residuais

diferem nos materiais (PAULIS e WALL, 1977).

Além do milho, Tripsacum e teosinte, o Coix

lacryma-jobi L. também faz parte da tribo Andropogoneae. Apesar
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do Coix sér considerado um cereal de menor importancia, o seu
cultivo vem sendo realizado por um longo tempo na Asia
--(VENKATESWARLU e CHAGANTI, 1973). Existem muitas variedades de
Cdix; sendo que elas geralmente varian na estrutura do invélucro
da seménte (ARORA, 1977). O que incentivou a propagacdo do Coix
pelo mundo foi principalmente a utilizag8o deste cereal como
alimento, medicamento e 'ornamentov (VENKATESWARLU e CHAGANTI,
1973). No Brasil, por exemplo, vem sendo realizada uma série de
experimentos onde o Coix substitui em até 20X do trigo em

panificagdo (DIAZ, 1985).

Entre as variedades de Coix lacryma-jobi L.,
e) Adiay é uma das mais comuns (JAIN e BANERJEE, 1874). Esta
variedéde de Coix foi introduzida no Brasil por volta de 1938
(TORRES e BERGAMIN, 1851). Uma das caéﬁcteristicas do Adlay é a
' —~presenca de 20% de proteina na semente, sendo que a responsavel
por grande parter deéta proteina é uma prolamina denominada
coixina (TORRES e BERGAMIN, 1851). Em uma andlise preliminar
desta proteina, ficou constatado que ela tem uma  baixa

porcentagem de aminocécidos essenciais (TORRES e BERGAMIN, 1851).
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II - OBJETLIYQS

. Até o momento, nio existia nenhuma analise
minuciosa das prolaminas do Coix lacryma-jobi L. Era essencial
que um trﬁbalho de caracterizag¢io dessas prolaminas fosse
desenvolvido com o intuito_ de esclarecer o grau de express#o
‘'dessas proteinas, bem como a homologia existente entre elas e a
zeina do milho e teosinte. Além da importfncia acad8mica, as
informagdes obtidas a respeito das prolaﬁinas e demais protelnas
do 6ndosperma poderdo ser relevantes pé:a orientar o melhoramento
do milho, visando obter gqnétipos‘com expresséo'diferenéial de

ﬂgenes que codificam pafa prolaminsas.

A presente andlise visou obter informagdes

das proteinas do endosperma nos seguintes aspectos:

1. Teor fe nitrogénio e andlise de aminodcidos das proteinas do
endosper: 2 do Adlay e subsequente comparagidio com as proteinas do

milho.

2. Caracterizagdo através de eletroforese das proteinas do

endosperma do Coix e comparagio com as proteinas do milho e

teosinte.
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3. Andlise de focalizagfio isoelétrica das prolaminas do Coix,

milho e teosinte para determinagio da heterogeneidade destas

proteinas.

4. Anilise em duas dimensSes dos polipeptideos da 2eina e

‘coixina.
5. Andlise imunolégica das prolaminas do Coix, milho e teosinte.

8. Utiliza¢d8o de sondas de cDNA das classes da zeina do milho de
22 e 19 kDa para avaliagdo da hqmologia entre estas sondas e os

. genes de prolﬁmina do Coix e teosinte.
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111 - umnianxuﬁmma

III.1. - MATERIAL VEGETAL

O material vegetal utilizado nos experimentos

foram os representantes da tribo Andropogoneae do género

"Tripsacinae -- Zea mays L..variedade Maya e 1linhagem 1038 e a=s
variedades de teosinte Zea mays mexicana e Zea luxurians -- e do
género Coicineae -- Coix lacryma-jobi L. variedade Adlay e

variedade Acre. A variedade Maya original foi sintetizada pelsa
Segdo de. Ceregis do :Instituto Aéronﬁmico de Campinas (IAC) a
~partir de uma combinacao‘ de 14 lihhagens dentadas da raga
-Tuxpenho. Esta linhagem, proveniente de germoplasma mexicano, é a
fonte principai das linhagens dentadas utilizadas na sintese dos
hibridos 1/2 dente cultivados no Brasil. A 1linhagem 1038 ¢
dentada e foi sintetizada no Laboratério de Genética Vegetal da
Universicade Estadual de Campinas (UNICAMP) a partir da variedade
Asteca, raga Tuxpenho. A variedadé Asteca é uma populacgdio
sintética feita pelo IAC a partir de linhagens tropicais de Sén

Luis Potosi.

,' Quanto aos teosintes, o Zea mays mexicana &
da raga Chalco -- "Chalco Los Reyes"”. Este teosinte é encontrado

no Vale do México, México, nos mesmos locais utilizados para o
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cultivo do milho. A hibridizacdo desfe teosinte com o milho &
comum. 0 Zea luxurians pertence & raga Guatemala é é encontrado
no sudeste da Guatemala e Honduras. As chances de hibridizacdo
deste teosinte com o milho s3o raras nestes 1locais devido ao
isolamento geogréafico e estacional. As variedades de Coix
lacryma-jobi L. s#io nativas da India, Burma, China e Malasia. A
variedade Adlay foi introduzida no Brasil em 1938 e é encontrada
em diversas regides do Brasil. A variedade Acre é encontrada no

Acre.

Outras linhagens e vafiedades de milho,
teosinte e Coix foram utilizadas somente nos experimentos de
determinacio da heterqgengidade destes materiais através de
focalizag8o isoelétrica. Uma descrigfio destes materiais é dada a
seguir: Zea nays L. linhagem . 128-3 & thozigota e procedente da

—~variedade sintética QRR Duro, composta de germoplasma da raga
~ Cateto e.racastliht das Antilhas; linhagem 107-1 é homozigota e
proveniente dakraca Cateto S8o0 Simdo; linhagem 75-3 é homozigota
e procedente da variedade sintética Asteca Prolifico da raga
Tuxpenhoi Todas as linhagens descritas acimg foram desenvolvidas
‘na,UNICAIP pelo Dr. William J. da Silva. As variedades de
teosinte utilizadas foram: Zea mays mexicana, raca Batan; Zea
mays mexicana, raca Central Plateau; Zea mays parviglumis, raéa
Balsas; e Zea perennis. As variedades de Coix lacryma-jobi L.
utilizadas foram: Faxina, coletada' na. FazendalSanta Gertrudes;
Tail&ndig, coletada na Tailfindia; e Rosirio, coletada na regido

de Campinas.
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As amostras de todos os materiais vegetais
utilizados nos experimentos e descritos acima foram obtidas no
Banco de Germoplasma do Laboratério de Genética Vegetal da
UﬁICAﬁP. E importante salientar que as informagdes obtidas sobre -

o Coix lacryma-jobi L. s#&o basténte restritas.

III.2. EXTRAGAO DAS PROTE{NAS DE RESERVA

Aproximﬁdamente 500 sementes de cada um dos
materiais vegetais descritos acimﬁ tiveram os germes descartados
e a éeguir foram moidas em um moinho de hélice (Tecnal, Micro
MR). O .farelo obtidoA foi homogeneizado em um moinhe de bola
(Tecnal, TE 350) por 2 minutos. A f;finha foi desengordurada
" ~através de dois tratamentos subsequentes com 5 volumes de
acetona. Apés cad# trﬁtamento} o material era ceqtrifugado por 5
minutos a 4000 rpm em uma centrifuga de mesa (Fanem, Excelsa
Baby) e o sobrenadante (acetona) era descartado. Apés o 1idltimo
tratamento com acetona, as farinhas foram espalhadas em placas de

Petri e mantidas ao ar livre até que estivessem secas.

As proteinas do endosperma foram fracionadas
sequendialmente de acordo com s sua solubilidade em diferentes
solventes através de modificag¢des da metodologia desérita por
PAULIS et al. (1978). Assim sendo, as proteinas da Frag¢do 1 (F1)
-- aminoAcidos livres, albuminas e globulinas -- foram extraidas

por 2 vezes com NaCl 0,5 M (5:2, v/p) a 4oC. Ao final de um
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periodo de duragsio de 1 hora para cada extra¢#io, as proteinas da
Fl eram coletadas através de centrifugagdo em rotor JA-21
.(Beckman, J2-21) a 12000 rpm, por 10 minutos a 4°oC. Os residuos
foram lavados 2 vezes com dgua (5:2, v/p) antes do inicio:. da.
extracﬁo das proteinas da Fracﬁo'z. AAFracﬁo 2 (F2) -~ prolaminas
-- foi extraida por 2 vezes consecutivas, & temperatura ambiente,
com isopropanol 55% éontendo concentragdes varidveis de
2-nercaptoetﬁnol (2-ME). A extragdo inicial foi a 4:1 (v/p) por
12 horas e a segunda extragdo foi a 3:1 (v/p) por 2 horas. As
prolaminas foram coletadas através de centrifugagiio em rotor
JA-21 (Beckman, J2-21) a 12000 rpm por 10 minutos a 20oC. Os
residﬁos foram lavados por 2 vezes com isopropanol 55% (4:1,
v/p). A Fragfio 3 (F3) -- proteinas residuais -- foi extraida a
teﬁperatura ambiente -com dodecil sulfato de sé6dio (SDS) 5%, 2-ME
.7,5% en Tris-HC1l 100 mM, pH 7,5 a 3:1 (v/p). Ap6s um periodo de
Mincubacﬁo de aproximadamente Z»haras, as amostras foram fervidas
a 100°C por 5 minutos e centrifugadas em rotor JA—21 (Beckman,

J2-21) a 12000 rpm por 10 minutos a 20oC. As fragdes protéicas

foram aliquotadas e mantidas a -20<C.

I1I.3. QUANTIFICACAQ DAS PROTEINAS DE RESERVA
PELO METODO DE MICRQ-KJELDAHL

As determinagdes do teor de nitrogénio nas
fragdes protéicas das sementes foram feitas através de

.modificag8es dos métodos de NKONGE e BALLANCE (1882). Em tubos de
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digestdio previamente calibrados para 20 ml foram colocadas
amostras das fragdes protéicas F1 e F2 e do endosperma residual
obtido apés as extra¢des da Fragdo 2. A seguir, adicionou-se 1,95
nl de &cido sulfirico concentrado e'as amostras foram colocadas
em uma placa digestora. Quando as solugdes se tornaram claras, as
amostras foram retiradas da placal digestora, resfriadas e

diluidas para um volume de 20 ml com agua destilada.

As solugdes padrdo de nitrogé&nio foram
preparadas através da digestfo de 47,18 mg de sulfato de amdnio
previameﬁﬁe seco por 3 horas a 103eC. 0 sulfato .de ambnio
digérido foi diluido para um volume de 100 ml para que uma

" solug8o concentrada de 100 ué de N/ml fosse obtida. O branco foi
preparado através da digestdo de écidé sulfirico concentrado. Ele
foi utilizado para diluicﬁes da soluéﬁo de' 100 ug -de N/ml em

—~s0lug¢des padr#io com concentragdes de 2, 4, 6, 8 e 10 ug de N/ml.

Para a determinag¢fo colorimétrica da aménia
liberada na digestdo, ‘0,5 ml dos digeridos foram colocados em
tubos de ensaio contendo 1,5 ml de um tamp&o preparado através da
mistura de 1:1 de umsa solucio A -- NazHP04 0,2 M, NaOH 0,2 M,
KN&C4H402.4H20 0,38 M -- com uma solugao B -- NaOH 2;5 M. A
seguir, adicionou-se nos tubos de ensaio 0,4 ml da solugio de
salicilato-nitroprussiato composta de 20 g (0,12 M) de salicilato

‘'de s6dio e 30 mg (0,1 mM) de nitroprussiato de s6dic dissolvidos
em 4gua destilada. Apés a adig#o do salicilato-nitroprussiato, as
misturas nos tubos de ensaio foram homogeneizadas e colocadas em

um banho a 25°C por 5 minutos para equilibrar a temperatura. No
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final dos S minutos, 0,2 ml de hipoclorito de sé6dio (Q-Boa,
Indﬁstrias Anhembi S.A.) foram adicionados e as misturas voltaram
a ser incubadas no banho a 25°C por 30 minutos. As anmostras
foram, a seguir, diluidas com 10 ml de &gua destilada, as
absorbancias foram medidas a 660 nm em um espectrofotdmetro
(Varian, UV 6345) e o teor de nitrogénio foi determinado. A
‘ quantidade de proteina ‘nas amostras foi estimada através da

nulﬁiplicacio do teor de nitrogénio por 6,25.

III.4. ANALISE DE AMINOACIDOS
Aliquotas contend; aproximadamente 100 ug das
fragdes protéicsas Fl,A F2 e F3 da variédadeude milh& Maya e da
—variedade de Coix Adlay foram hidrolisadas através de tratamento
com 1 ml de HCl 6 N a 110°C por 20 horas. Apés serem
hidrolisadas, as amostras foram neutralizadas com NaQOH,
liofilizadas e ressuspendidas em 200 nl de dgua destilada em um
frasco de vidro. A seguir, adicionou-se S0 pnl de tampdo borato 1
M, . pH 6,3 e 200 nl de uma solugdo de
8-fluorenil-metilcloroformato (FMOC) 15 mM em acetona. A mistura.
- foi deixada 4 temperatura ambiente por 5§ minutos para que a
~.reagdo se processasse. Os excessos de reagentes foram removidos
através de trés extragdes éom volumes 1iguais de pentano
(FINARSSON et al., 1983). Os derivativos fluoresceﬁtes dos

aminodacidos-FMOC foram analisados por cromatografia liquida de
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alta resolucib (HPLC), como cortesia do Dr. Goran Sandberg

(Ulmea, Suiga).

Durante a cromatografia, os solventes flulram

a uma velocidade de 1 ml min-1 em um cromatégrafo liquido Waters,

'composto por duas bombas M45, um homogeneizador dinfimico de
solventes ¢ um gerador de gradiente M680. As amostras foram

introduzidas fora da coluna em um injetor Valco. Para as

separagdes de fase reversa foi utilizada uma coluna de 250 x 4,6

mm d.i. ODS-Hypersil (S5 unm). Esta coluna foi eluida por 20

-minutos com 56—80% de metanol em um tamp8io composto por 4écido
acético/trietilamina/dgua (7:1:982, v/v), -pH 4,2 ajustado com

NaOH. Seguiu-se a estsa primgira-eluioao um segundo passo no qual

foram utilizados B80-100% de metanol durante um periodo de 20

minutos. Ao degxarem 5 coluna, as amostfﬁs eram dirigidas para um

—~detector de flqorescéncia '(Shimadzu, kF 530) com emiss#o a 313

. nm.

III.5. ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEIS DE
ACRILANIDA CONTENDO SDS

As fragdes protéicas foram analisadas através
de eletroforese em géis de gradiente de 5-20% de poliacrilamida e
dodecil sulfato de sédio (SDS—PAGE),.conforme modificagdes da
metodologia de LAEMMLI (1970). As placas de vidro de 15 x 18 cm

utilizadas em eletroforese foram previamente tratadas com HCl 6
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N, enxaguadas exaustivamente ém dgua correnfe 'é destilada e
finalmente secas a 80°C. Os moldes utilizados para a montagem dos
‘géis foram preparados através da separagdo das laterais das
piacﬁé de vidro com espagadores de ac:ilico de 1,5 mm. A parte de
baixo dﬁs noldes foram vedadas com uma solucdo de 2% de Bacto
agar (Difco) em 4gua. Os géis foram corridos em cubas de acrilico
verticais de'tamanho padréo, contendo um reservatoério suéerior e
~ um reservatério inferior conectados através de eletrodos a fonte

de voltagen.

As soluéﬁes e taﬁp6es estoque utilizados no
preparo dos géis foram: (1) soiucﬁo de acrilamida -- 30% de
acriiamida e 0,8% de bis-acrilamida dissolvidos em ééua; esta

,solu;ﬁo foi filtrada em papel Whatman No. 1 e mantida em frasco
~ escuro a 40C; (2) tampdo do gel de resdiucﬁo -- Tris-HC1 3 M, pH
' ‘8,8; (3) tampdo do gel de empacotamento -- Tris-HC1 0,5 M, pH
6,8; (4) solugdo de dﬁdecil sulfato de sédio (SDS) -- 10% de SDS
dissolvido em &gua; (5) solug8o de persulfato de amdnio -- 1,5%

de persulfato de amdnio dissolvido em &gua.

Para cada gel de resolugdo preparado foram
niéturadaé separadamente em provetas de 10 ml uma sclugdo de 5%
de acrilamida e uma solugdo de 20X de acrilamida. A solug¢do de 5%
de acrilamida consistia de: solu¢do de aerilamida 30:0,8, 1,686
ml; tamp3io de resolugdo, 1,24 ml; SDS 10%, 100 nl; persﬁlfato de
amBnio 1,5%, 240 Pl; N, N, N1, Nl-tetrametiletilenodiamina
(TEHED), 3,3 pl; &gua gqsp, 10 ml. A solugfo de 20% de acrilamida

era composta por: solu¢fo de acrilamida 30:0,8, 6,66 ml;” tampdo



39

de resolug¢sio, 1,24 ml; SDS 10X, 100 pl;  persulfato de amdnio
1,5%, 240 pl; glicerol (87%), 1,15 ml; TEMED, 3,3 pl; &gua aqsp,
10 ml. Para cada gel de empacotamento foi utilizado: solugio de
acrilamida 30:0,8, 1,3 ml; tamp#io do gel de empacotamento, 2,5 .
mnl; SDS 10%, 100 ul; persulfato'ae amdnio 1,5%, 750 nl; TEMED, 10

pl; 4gua gsp, 10 ml.

As solug¢des de 5 e 20% de acrilaﬁida foram

- ecolocadas nos recipienfes de uma cuba de forma¢§o de gradiente
conectada em uma bomba peristdltica (Incibréds, BP-100). A bomba
‘peristaltica foi ligada em velocidade méxima, as solu¢des de
acrilamida foram misturadas gradativamente com a ajuda de um
agitador magnético e a mistura fluiu vagarosamente para o molde
das plabas de vidro formando um gradiente linear _de 5-20% de
acriiamida. No final Ado gradiente, 1 ml de égua destilada foi

- _colocado no gel para nivelar a superficie. Apés um periodo de
20-30 minutos para a polimerizag¢dio do gel, a dgua foi removida e
"o gel de empacotamento de aproximadamente 2 cm de altura foi
colocado. Antes que o gel de empacotamento comegasse a
polimerizar, foi introduzido no gel um pente de acrilico para que
as aberturas necessérias para colocagdo das amostras se

formassem.

0 tamp#o 3x concentrado utilizado para o

preparo das amostras consistia de: glicerol 10%, 2-ME 5% e SDS 2%
~em Tris-HC1 0,5 M, pﬁ 8,8. 0O tampdo da amostra foi feito
semanalmente e mantido a 4°C. Uma solu¢iio de azul de bromofenol

0,1X foi preparada e adicionada nas amostras ap6s elas terem sido
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nisturadas com o tamp#io. As amostras foram fervidas em um banho a
100°C por S5 minutos, antes de serém colocadas nos géis. Os
-padrdes de peso molecular (Pharmacia). utilizados nos géis de
SDS-PAGE foram: Fosforilase b de misculo de coelho, 84 kDa;
Albumiﬁa de soro bovino, 67 kDa;. Ovalbumina da clara do ovo, 43
kDa; Anidrase carb8nica de eritrdécitos bovinos, 30 kDa; Inibidor
-de tripsina da soja, 20,1 kDa; & -Lactalbumina de leite bovino,
14,4 kDa. Aéroximadamente 100 pg de cada uma das proteinas
relacionadas acima foram dissolvidas em 100 nl do tamp#io de
amostra e fervidas por 5 minutos antes que aliquotas de 3 pl'
fossem colocadas nos géis com o suxilio de uma pipeta Wiretrol

(Drummond) de 5 pl graduada.

O tamp#io de reservatério utilizado para a
corrida dos géis conéistia de: Tris 25 mM, glicina 0,192 M, pH
" -8,3 e SDS 0,1%. As eletroforeses foram realizadas & temperatura
ambiente a 100 volts (V) até que a frente de azul de bromofenol
atingisse o final do gel. Ap6s a eletroforese, 'os géis foram
corados por 2 horas com Coomassie Blue R 250 (Sigma) 0,25% em
metanol/dgua/dcido acético (5:5:1, v/v). Os géis foram descorados
em metanol/4gua/dcido acético (3:6:1, v/v) e guardados em uma

solugdio de 2,5% de dcido acético.
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III.8. FOCALIZAGAOQ ISOELETRICA DAS PROLAMINAS EM
GEIS DE AGAROSE

A focalizgcﬁo isoelétrica (IEF) dss
prolaminas foi feita através da combinagfo das especificagdes
dadas pela LKB (LKB - . Produkter, Bromma, Sweden) com a
netodologia descrita porl WILSON (1984). As placas de vidro
utilizadas para a montagem dos géis foram umedecidas com &gua
destilada e chapas de 0,2 mm de espessura de GelBond (FMC) com
lados hidrofilicos e hidrofébicos e tamanho de 125 x 245 mm foram
aderidas a elas com o auxilio de um cilindro de madeira. As
plﬁcas de vidro contendo superficies hidrofilicas e hidrofébicas
foram separadas por um espagador de borracha em forma de U de
0;75 mm de espessura por 5 mm de largura. Para evitar vazamentos

do gel, as placas de vidro foram presas com grampos de metal.

Para cada gel de focalizagfo iscelétrica, 1%
de agarose (LKB, IsoGel) foi misturada com 15 ml de &4gua em um
tubo de ensaioc previamente calibrado para 25 ml. A solugio de
agarose foi colocada em um banho com temperatura regulada entre
85-100°C por aproximadamente 10 minutos. A teﬁperatura do banho
foi a seguir abaixada para 55-80°C e 2 mM de uma solug8o estoque
de ditiotreitol (DTT) 0,05 M foi adicionado. Apés a adigdo de
DTT, 0,4% de anfélito de pH 3,5-9,5 (LKB) e 1,6% de anfélito de
pH 5~8 (LKB) foram adicionados e homogenéizados na solugdo de
agarose. finalmente, 5 M de uréia foi adicionada na solugédo
vagarosamente e com constante agitacdo. O volume final foi

.completado para 25 ml e a solugfo foi pipetada com o auxilio de
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uma pipeta de 10 ml no molde pré-aguecido para que a formagdo de
bolhas no gel fosse evitada. O molde foi entd#o vedado
.completamente com fita crepe para prevenir possiveis
ressecamentos e o gel foi mantido a 4¢C por 12 horas para que a

polimerizagio da agarose fosse completa.

Antes do inicio da focalizacdo isoelétrica,
as placas de vidro dq molde foram separadas, o espagador de
borracha foi retirado e o gel de agarose qus pefmaneceu aderido
ao lado hidrofilico da GelBond teve a umidade de sua superficie.
retirada com papel de filtro. A segﬁir, o gel foi colocado na
placa horizontal, resfriada a 10oC, da cuba de focalizagéo
isoelétrica. Entre o gel e a placa foi colocada uma solug3o de 5%
de'gliﬁerol. Para a aplicacio das amostras, foi colocado a 75 mm

do catodo do gel uma borracha com orifﬁcios de 2 x 10 mm na sua

" —superficie. Esta borracha foi vedada no gel com 6leo de silicone.

As amostras de 5 pl dé prolamina foram colocadas no gel com uma
pipeta Wiretrol (Drummond) de S nl. Para a focalizagdo, o
eletr6lito usado no catodo do gel foi NaOH 1 M e o eletrdlito

usado no anodo foi &dcido scético 0,5 M.

Para focalizag¥o isoelétrica, foi utilizado

um aparelho Multiphor II (LEKB) operado a voltagem constante. Nos
primeiros 15 minutos da focalizag3o foi aplicada uma voltagem de
200 V. A seguir, a cuba foi aberta e a borracha utilizadﬁ para a
- aplicag¢do das amostras foi retirada. Nos 25 minutos que se
seguiram foi aplicada uma voltagem de 600 V. A voltagem foi

aumentada para 1000 V nos @ltimos 60 minutos da focalizagfio. Toda
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vez que foi observado a condensaggo de 4gua no gel durante a
corrida, a voltagem foi desligada e a &gua, retirada com o

-auxilio de papel de filtro.

Apés o periodo de focalizaéio,.as’ proteinas
no gel foram fixadas por 40 minutos com 300 ml de uma solugdo de
dcido acético/acido triclorbacético (TCA)/4gua (5:3:92, v/v). O
gel foi brevemente lavado com 4gua destilada e comprimido entre
duas placas de vidro contra 1 cm de papel de filﬁro para que toda
dgua fosse retirada. Ele foi corado com 200 ml de uma solug8o de.
metanol/dcido acético/édgua (20:10:70,~v/v) que continha 10 ml de
Coomassie Brilliant Blue R 250 (Sigma) 0,5X dissolvido em
netahol. 0O gel foi descorado com metanol/édcido acético/dagua
(20:10;70, v/v), enxaguado por 30 segundos com &cido acético 1% e
por 30 segundos com ééua destilada. O éél foi seco & temperatura

'~ —ambiente ou com o auxilio de um secador de cabelos.

Os pontos isoelétricos (pl) doé polipeptideos
das prolaminas foram determinados com o auxilio de proteinsas
padréio (Sigma) de pls conhecidos. Estas proteinas padréo
utilizadas foram: g—Lactoglobulina A de leite, pI 5,13; Anidrase
cafbﬁnica B de eritrécitos bovinos, pI 5,85; Anidrase carbdnica B
de eritrécitos humanos, pI 6,57; Mioglobulina de coragdo de
cavalo, pl 6,768 e 7,16. A distfncia de cada banda de prolamina e
de proteina padr8o do anodo do gel foi medida com una‘régua. A
seguir, foi construido o grafico de migrag8o das proteinas padréo

versus os seus respectivos pIs. A partir deste grédfico, a equagdo
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da reta (y = mx + b) foi determinada e a paftir dela, os pIs das

¥

prolaminas foram calculados.

III.7. ANALISE DAS PROLAMINAS EM 2-D

As prolaminas de Coix lacryma-jobi var. Adlay

e Zea mays L. var. Maya foram subpetidas a uma combinac&o de IEF

o SDS-PAGE, que é equivalente as anédlises feitas em géis de duas

‘dimensdes (2-5). Estes exéerimentos foram feitos através de
nodifica¢6es do método descrito por WILSON- (1986). As amostras

das prolaminas de Adlay e Maya foram primeiramente submetidas a

IEF em géis de agarose com anfélitos de'pH 5-8 + 3,5-9,5 (LKB).

Apés o 'periogo de .IEF; os géis fbram tratados com Acido

—acético/TCA/dgua (5:3:82, f/v) por apfoximadamente 3 horas, com
. trocas de solugdio de 30 em 30 minutos. Os géis foram lavados com

dgua e secos com a ajuda de um secador de cabelos.

Todas as bandas principais de proteinas
visiveis; nos padrdes de IEF do Adlay e do Maya apés a
précipitaéﬁo com dcido acético/TCA/dgua foram cortadas e
colopadas'separadamente em tubos eppendorf novos. Aproximadamente
20 pl de tamp3o da amostra foram adicionados em cada eppendorf.
Os tubos eppendorf foram a seguir colocados em um banho a 100oC
por 3-5 minutos. As amostras forai colocadas nos géis de
gradiente de 5-20% de SDS-PAGE com o auxilic de uma pipeta

Wiretrol (Drummond) de 25 ul previamente aguecida para evitar a
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solidificacio‘da, agarose. As eletroforeses foram realizadas a
temperatura ambiente a 80 V até que as amostras atingissem o gel
de resolugdio e a 100 V dai. por diante. Os géis de 2-D foram
corados com Coomassie Brilliant Blue R 250 (Sigma) 0,25X e

.descorados coﬁ metanol/dgua/dcido acético.

III.8. PURIFICAGAQ DAS PROLAMINAS DQ ADLAY

As ciasses de coixina C2 (25 kDa) e C3 (22
kDa) do Coix lacryma-jobi L. var. Adlay4foram purificadas em
larga‘escala através de eletroforese em géis preparativos de
SDS~PAGE (LAEMMLI, 1870). As placas de vidro de 14 cm de largura
por 12 Em de ocomprililento utilizadas \bﬁra a montagem dos géis

—~foram separadas nas laterais e na parfe inferior por espacadores
.de 5 mm de espessura. A seguir, as placas foram vedadaé
completamente bom Bacto agar (Difco) 2%. Os géis preparativos
foram feitos com as solu¢des estoque descritas em III.5. Eles
eram compostos por um gel de resolugdoc de 12X de acrilamida e um
gel de eipacotamento de 5% de acrilamida. A mistura para o gel de
resolugiio era composta de: solu¢#io de acrilaminda 30:0,8, 25,05
nl; tamp#o de resolugdio, 6 ml; SDS 10%, 600 pnl; persulfato de
‘aménio 10%, 300 pl; TEMED, 30 nl; égua gsp, 60 ml. A mistura para
o gel de empacotamento consistia de: solucéo de actilahida
30:0,8, 2,8 ml; tampdo do gel de empécotamento, 5 ml; SDS 10%,
200 pl; persulfato de amdnio 10%, 100 pl; TEMED, 10 nl; 4gua gsp,
20 ml. |
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Os géis preparativos foram pré-corridos a 40
V por Sd minutos. A seguir, as amostras de 4 mg do extrato total
Hg prolamina do Adlay foram misturadas com 2 ml do tampHo dﬁ
amostra, fervidas por 5 minufos a 100°C e colocadas nos géis. Os
géis foram corridos 4 temperatura ambiente a 100 V até que a
frente de azul de bromofenol atingisse o final do gel. Apés a
eletroforese, os géis foram removidos das placas, evitando-se o
- gontato dos dedos, e cﬁlocados em recipientes de bl&stico limpos.
Os géis foram lavados com &gua destilada gelada e corados por §
minutos com uma solug¢io de KC1l 0,25 M e DIT 1 mM gelada (HAGER e
BURGESS, 1980).

As bandas foram cortadas dos géis e as
prbteinas contidas - nelas .foram recuperadas ‘através de
‘eletroeluicio por 12 horas a 20 V. Apdés o processo de

~eletroeluigio, as proteinas forﬁm liofilizadas e ressuspendidas
em uma solugfo de isopropanoi 556 ¥ e 2-ME 2%. O grau de pureza
das bandas isoladas foi confirmado através de eletroforese de
aliquotas de 50 pl de proteina em géis de gradiente (5-20%) de

SDS-PAGE. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R

250 0,25% e descorados com metanol/Agua/dcido acético.

O fato das outras classes (Cl, C4 e C35)
nenores de prolamina do Adlay estarem préximas umas das outras
(C4 e C5) ou de outra classe maior (Cl1 e C2) dificultou o
isolamento delas nos géis preparativos. Sendo assim, elas foram
purificadas em menor escala através de SDS-PAGE de gradiente de

5-20%. Amostras de 15 pl do extrato bruto de prolamina contendo
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aproximadamenfe §0 ng de proteina for#m misturadas com 25 pl do
tampdo da amostra e aplicadas no gel. Apés a eletrﬁforese, o gel
foi corado com KC1 e as proteinas foram recuperadas através de
eletroeluig®o. O grau de pureza das bandas foi confirmado através

.de SDS-PAGE.

II1.8. PREPARQ DOS ANTISOROS CONTRA C2 E C3

Os anﬁicorpos policlonais contra as classes
de coixinas purificadas C2 e C3 foram pfoduzidos em coelhos
brancos de linhagens puras. Os animais foram injetados
subcutaneamente com 1 mg do antigeno dissolvido em 1 ml de
isopropahol 555 conﬁendq 2-ME 2% e émﬁlsificado em um volume

—igual de adjuvgnte Freund éoﬁpleto (Difco). Apés um intervalo de
.15 dias, os ~coeihos foram injetados novamente com 1 mg do
antigeno em i ml de isoproéanol 55% contendo 2-ME 2% e
emulsificado com 1 ml do adjuvante Freund incompleto (Difco). Ao
final de um periodo adicional de 15 dias, foram coletados 15 ml
de,sangu; de cada coelho. 0 sangue coletado foi ﬁantido a 4°C
durante a noite, centrifugado a 3000 rpm em uma centrifuga de
mesa (Fanem, Excelsa Baby) por 15 minutos e o sobrenadanﬁe
contendo o antisoro foi coletado. Os antisoros foram aliquotados

e guardados a -20°C.

0 titulo dos antisoros foi determinado pelo

teste de imunoensaio ELISA de acordo com as especificag¢les da
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Amersham (Amersham, N812) e modificagles da 'metodologia de
LUDEVID et al. (1985). Amostras do extrato total e das bandas
‘isoladas das prolaminas do Adlay foram diluidas 1:50 com tamp#Ho
cﬁrbﬁﬁato de sédio 0,1 M, pH 8,6, NaNs 0,2%. Um total de 100 pl
de cada.uma das dilui¢les foi colocado separadamente em uma placa -

de polivinil para adsorg¢io durante a noite a 4oC em uma cémara
unida. Cada orificio da.plaea de polivinil onde haviam sido
~ colocadas as amostras foi lavado por 3 vezes (100 nl cada vez)
com tamp#o fosfato salino (PBS), composto de KH2PO4 4 mM, NaOH 26
oM e NaCl 150 mM, pH 7,5, contendo Tween 20 0,1% (v/v). Os sitios-
ndio especificos foram bloqueados com 100 yul de soro albumina
bovina (BSA) 1% (p/v) em PBS. Apés a adigiio do BSA, a placa de
polivinil foi incubada & temperatura ambiente por 30 minutos. O
sbro nsio imune, obtido antes que os coelhos fossem iﬁjetados com
_os antigenos, e os anticorpos contra C2 e C3 foram diluidos com
PBS e 100 pl de cada diluig3o foram adicionados na placa de
polivinil. As diluig¢des dos soros né#o imunes for#m de 1:100 e

1:1000 e as diluigdes dos anticorpos foram de 1:10, 1:100,

1:1000, 1:10000 e 1:100000.

Apés a adigdo dos soroé ndo imunes e dos
anticorpos contra C2 e C3, a placa de polivinil foi incubada a
37cC por 1 hora. A seguir, a placa foi lavada com PBS-Tween 20 e
foram adicionados 50 pl de é&—galactosidase ligada ao conjugado
(proteina A) diluida 1:500 em PBS, pH 7,5, contendo Tween 20
0,1%, MgClz 10 mM, 2-ME 1 mM, BSA 1X. O periodo de incubag¢do com
§-galactosidase ligada ao conjugado foi de 1 hora a 37¢C. A placa

.foi lavada novamente com PBS-Tween 20 e 100 pnl da solugdo do
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substrato (orio—nitrofenil— 6- D-galactopirénosideo, ONPG) foram
adicionados. Paras =a solquo do substrato, ONPG 3 mM foi diluido
en PBS, pH 7,5, confendo MgClz 10 mM e 2-ME 0,1 M. A reag¢do com o ..
substrato se processou até que a intensidade de cor desejada
-fosse obtida.‘Para parar a reag#o, foram adicionados 50 pl de. .

Na2CO03 1 M.

II1.10. ANALISE IMUNOLOGICA DAS PROLAMINAS

As prolaminas do milho,-Coix e teosinte foram
submetidas a SDS-PAGE em géis de gradiente de 5-20% (LAEMMLI,
1870). Apés o processo de eletroforese, os géis foram incubados
por 30 ménutosﬁem 250 ml de tampdo de éfansferénoia composto de:

“"Tris 48 mM, glicina 39 mM,'SDS 0,1%, metanol 20X e 4gua. Ac final
'dos 30 minutos, o’tampﬁo de transferéncia fol trocado e os géis
foram incubados por um periodo adicional de 30-40 minutos &
temperatura ambiente. A transferéncia das proteinas do gel foi
feita através das especifica¢des da LKB (LKB - Produkter, Bromma,
Sweden),fem uma unidade de transferéncia Multiphor Novablot
(LKB). Esta unidade era composta de duas placas de grafits,
conectadas através de eletrodos em uma fonte de voltagem. As
proteinas dos géis foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (Schleicher e Schwell, BA 85) ou ;embranas de nylon
(Amershe, Hybond-N) colocadas em ciﬁa de 8 folhas de papel de
filtro umedecidas com o tamp#o de transferéncia. Os géis foram

colocados em cima das membranas e acima deles foram colocadas
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outras 8 folhés )de papel de filtro umedecidas com o tamp3o de
transferéncia. A transferéncié das proteinas foi feita a 0,8 mA

cm—2 por um periodo de 2 horas.

Apbés o periodo de transferéncia, as membranas
foram colocadas em uma solugcfioc composta de tamp3o Tris salino
(TBS; composto de Tris-HC1l 20 mM, NaCl 137 mM), pH 7,6, Tween 20
0,1X e leite desengordurado (Molico) 5%. As membranas foram
incubadas nesta solugfio por 1 hora, a 37°C, sob agitagiio. A
seguir, as membranas foram transferidas para uma soiu¢ao de leite
-desengordurad& (Molico) 5%; dissolvido em TBS. e contendo os
anticorpos a uma diluig¢do de 1:500. As'membfanas foram incubadas
nesta solugfo durante a noite, a 37°C, sob agitagdo constante. As
membranas foram submetidas a 2 lavagens breves e 3 lavagens de S
minutos cada uma em-TﬁS-Tween.ZO (TBS-T); Apbds serem lavadas, as

’nenbranas foram incubadas'por 1 hofa a 37°C com o conjugado
.Proteina A-peroxidase, diluido 1:5000 em TBS. As membranas foram
lavadas novamehte com TBS-T e incubadas por 10 minutos em uma
solu¢sio reveladora (tampdo acetato S0 mM, pH 4,5, 100 ml; S50 mg
de 3-amina-9-etilcarbazole dissolvidos em 3 mnl de
dimetilfi rmamida; 100 nl de H202). Assim éue a coloragdo desejada
foi atingida, as membranas foram lavadas com 4&4gua destilada e

secas A temperatura ambiente.
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IIT.11.  ISOLAMENTO DO DNA GENGMICO DE PLANTAS

Para a »extraqﬁo do DNA gendmico,
aproximadamente 400 sementes de milho; Coix e teosinte foram
lavadas brevemente com égﬁa bidestilada e  colocadas em ..
erlenmeyers de 250 ml contendo agua suficiente para encobri-las.

. As sementes ficaram embebendo durante a noite, sob agitagdo
constante, a 28°C. Apés o periodo de embebigHo, as sementes foram
esterilizadas com uma solugdo de §loramina T 1X. A seguir, elas
foram lavadas por 5-6 vezes com 4é&gua bidestilada estéril. Elas
foram germinadas no escuro a 28°C em potes de pléastico,

_pfeviamente tratados com etanol 95% e 1luz germicidsa, éontehdo
vermiculita autoélavada. Ao final de 2 ou 3 seménas, as pléntulas
foram cortadas rente 8so solo com uma lamina de bisturi estéril e

congeladas imediétamente em nitrogénio liquido.

Aproximadamente 40 g de tecido vegetal foram
utilizados para o isolamento do DNA gen®mico pela metodologia
descrita por RIVIN et al. (1982). Os materiais vegetais foram
macerados em almofariz contendo nitrogénio liqﬁido até que um pod
fino dg colora¢¥o esbranquigada fosse obtido. Foram adicionados,
a seguir, 8-20 volumes de tamp8io de homogeneizag8o composto de:
sacarose 0,3 M; Tris-HC1 50 mM, pH 8,0; MgClz S mM. Os materiais

',foram colocados e mantidos no gelo enquanto foram homegeneizados
em um Polytron (Superohm) 1& velocidade méaxima. Apés a
homogeneizagiio, os materiais foram filtrados com a ajudﬁ de uma
bomba a vdcuo e um funil de Buchner contendo 3 camadas de gaze.

estéril. Os nicleos foram isolados através de centrifugag@io em
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rotor JA-20 (Beckman, J2-21) a 2000 rbm por 10 minutos a 4¢°C.
Apés a centrifuga¢8o, o sobrenadante foi descartaao e o residuo
contendo os nitcleos foi mantido no gelo. A seguir, os nicleos
foram ressuspendidos em 20 ml de tamp3o de ruptura (Tris-HCl 50
- mM, pH 8,0; dcido etilenodiamina tetracético -- EDTA -- 20 =mM;

sa£;§511~1%) e incubados por 1 hora & temperatura ambiente.

Ac final do periodo de incubagdo, foranm
adicionados 0,85 gbde CsCl por .ml de soluc§§ e as proteinas
insoliveis e polissacarideos foram removidos através de

-centrifugacao'em rotor JA-20 (Beckman, J2-21) a 12000 rpm por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em gaze estéril e 300
ug/ml de brometo de etideo foram adicionados. A concentragdo - do
CsCl foi ajustada (indice de refrag@io de aproximadamente 1,3883)
e as soiucﬁeso foram‘centrifugadas eﬁﬂ.rotor VTi 80 (Beckman,
-L8-80M) a 50000 rpm por 20 horas. Aibanda fluorescente de DNA |
. formada durante avcentrifugacﬁo foi removida cuidadosamente com o
auxilio de uma seringa com agulha de 30 x 12. A seguir, o brometo
de etideo foi removido do DNA através de diversas extragles com
butanol equilibrado com #&gua destilada. O DNA dos Adiversos
materiai. foi dialisado durante a noite contra 1 litro de
Tris~-EDTa (TE) composto de Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 e EDTA 1 mM, pH
8,0.-0 TE foi substituido e os DNAs foram dialisados por um

periodo adicional de 4 horas.

As membranas utiiizadas para a didlise dos
DNAs foram preparadas de acordo com a metodologia de MANIATIS et

al. (1982). Os tubos de membrana foram cortados em pedagos de
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10-20 cm e cblocados para ferver por 10 minutos em uma solug¢io de

bicarbonato de s6dio 2% e EDTA 1 mM. A seguir, as membranas foram
lavadas com d4gua bidestilada e fervidas por 10 minutos em uma
solugé@io de EDTA 0,001 M. Os tubos foram deixados & temperatura
ambiente para esfriarem e, posteriormente, foram guardados
submersos em EDTA 0,001 M a 4°oC. Antes de sérem usadas, as

membranas foram lavadas com agua bidestilada estéril por dentro e

por fora.

Apés o processo de diélise,.o DNA dos

diversos"materiais foi aligquotado e guardado ﬁ -20eC. A
concentragdio dos DNAs foi determinada através da leitura  da’
absorbfincia a 260 nm em um espectrofotbémetro (Varian, UV 6345). O
rendimento obtido com a metodologia'utilizada foi de 5-20 ug
DNA/g tecido vegetal{ O grau de pureza das amostras foi calculado
_pela razdo Azeo/Azsc. A seguir, aliquotas de 10 ul dos DNAs foram
‘misturadas com 10 pl de 4gua e 4 pl do tampdo de coloragdo --
azul de bromofenol 0,25%, sacarose 40X (p/v) em é4gua -- mantido a.
40C e 8 vezes concentrado. As amostras assim preparadas foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,5% (MANIATIS et
al., 1982). Juntamente  com oé DNAs gendmicos de plantas foi
colocaao n§ gel como marcador de peso molécular 0,5 ng de DNA do

bacteriéfago lambda (A) de aproximadamente 50 kb.

Para 0 preparo do gel, a agarose foi
dissolvida em tampsio Tris-borato (TBE) composto de: Tris 0,089 M,
édcido bérico 0,089 M e EDTA 0,002 M, pH 8,0. Apés a agarose ter

sido completamente dissolvida, a solugiio foi resfriada a 50°C e
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0,5 pg de brometo de etideo (solugsio estoque de 10 mg de brometo
de etideo por ml de 4gua, mantida no escuro a 4°C) foi adicionado
.por‘ml da solugd@io de agarose. Esta foi ent8o colocada em uma
placa de vidro horizontal previamente vedada nos lgdos com fita
crepe e o pente para a aplicacio'das ﬁmostras foi inserido a 1 mm
de altura da placa. Apés um periodo de 30-45 minutos para a
polimerizac3io da agarose, o gel foi colocado em uma cuba de
acrilico horizontal submerso ém tamp§6 TBE. A corrida foi a 90 V

até que a frente de azul de bromofenol atingisse o final do gel.

I11.12. DIGESTAO DO DNA GENOMICO DAS PLANTAS
COM ENZIMAS DE RESTRICAQ

- Os DNAs genBmicos foram digeridos com as
enzimas de restrigfo Eco RI, Bam HI e Hind III (Pharmacia).
Aproximadamente 10 pg dos DNAs gen8micos foram colocados em tubos
eppendorf estéreis. A seguir, foram adicionados 20 pl dos tampdes
das enzimas 10 vezes concentrado.-Assim sendo, nas digestdes com
a gnzima de restrigdo Ec§ RI, o tamp8o adicionado era composto
de: Tris-HC1l 10 mM, pH 7,5; NaCl 100 mM; MgClza 7 mM; e 2-ME 7 mM.
Nas digest8es com Bam HI, o tampdo utilizado foi: Tris-HC1l 10 mM,
pH 8,0; NaCl 100 mM; MgClz 7 mM; e 2-ME 7 mM. O tampdio da enzima
Hind III era composto de: Tris-HC1 10 mM, pH 7,5; NaCl 60 mM;
MgClz 7 mM; e 2-ME 7 mM. Apés a adig#ic do tampdo, foi adicionado
dgua estéril e 10 U das enzimas por pg de DNA gendmico. Os

_volumes finais das reag¢des foram de 200 pl. As reacﬁés foram
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homogeneizadas ggntilhente e incubadas a 375C durante a noite. No
dia seguinte, foram adicionadas mais 2 U das enzimas e as reagdes

foram incubadas por um periodo adicional de 4 horas.

Ao final dsa digestio, os DNAs foram extraidos

’1 vez com cloroférmio (cloroférmio/édlcool isoamilico, 24:1 v/v).
Apés centrifugagiio por 2 minutos em ﬁma micro centrifuga

(Incibras, Spin 1), a fase aquosa fol coletada e os DNAs foram

precipitados com 0,1 volume de acetato de sédio 3 M, pH 5,2, ¢ 2

volumes de etanol gelado. Os DNAs foram colocados por 2 horas a

+=20°C e cenfrifugados pdr 15 minutos em micro centrifuga
(Incibrés, Spin 1). Os precipitados foram-ressuspendidos depois

de secos em 30 pl de agua estéril. A seguir, adicionou-se 6 pl do

tampiio de coloragdo 8 vezes concentrado e os DNAs foram

submetidos a e}etrofd:ese em géis de aéﬁrose 0,8% em tampio TBE.

~0Os géis foram corridos dﬁrante a néite a 20 V. No final das
-életroforeses; os géis foram fotografados e os DNAs, transferidos

para membranas de nylon (Amersham, Hybond-N).

III.13. TRANSFERENCIA DOS DNAs GENOMICOS
DIGERIDOS PARA MEMBRANAS DE NYLON

As transferéncias dos DNAs genfmicos de
milho, Coix e teosinte para as membranas de nylon (Hybond-N)
foram feitas de acordo com as especificagdes da Amersham

(Amersham International, U.K.) e da metodologia descrita por
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MANIATIS et al. (1982). Para a traﬁsferﬁncia, os géis foram
primeiramente inéubados por 15 minutos a temperatdra ambiente na
solug8o de depurinag¢@io composta de HCl 0,25 M. Os géis foram
lavados 2 vezes com Agua destilada estéril para que o excesso de
‘4cido fosse retirado. A seguir, os géis foram incubados por 15
ninutos 4 temperatura ambiente na solugfio de desnaturag8o (NaCl
1,5 M, NaOH 0,5 M). A solug#io de desnaturagdo foi trocada e os
géis foram incubados por um periodo adicional de 30 minutos. Os
géis foram lavados novamente vcom ' dgua destilada estéril e
incubados por . 1 hora 4 temperatura ambiente na solug#o de

'neutralizagio (Tris-HC1 1 M, pH 8,0; NaCl 1,5 M).

03 géis foram retirados da solug8o de
neutraliza¢sio em papel Whatman 3 MM e colocados em cubas de

eletroforese horizontais em cima de uma ponte de papel Whatman 3

o

—_MM quse conectgva os dois reservatérios. As membranas foram
_colocadas sobre os géis apés as laterais destes terem sido
cobertas com tiras usadas de filme de raio X. Em cima das
membranas foram colocadas 3 folhas de papel Whatman 3 MM,
unedecidgs em SSC (solugdo estoque de SSC 20 vezes concentrada:
NaCl 3 M  citrato de sédio 0,3 M, pH 7,4) 6 vezes concentrédo.
Sobre as folhas de papel Whatman foi colocada uma camada de S5 c¢m
de papel toalha. No topo da camada de papel toalha foi colocadsa
uma placa de vidro com um erlenmeyer de 1 litro (700-800 ml de
dgua) em cima. A seguir, foi adicionado SSC 20 vezes concentrado

nos reservatdrios e a transferé@ncia se processou durante a noite.
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Apés o processo de transferéncia, as
nemsranas foram lavadas com SSC 2 vezes concentrado para retirar
a agarose. As membranas permaneceram em cima de‘papel de filtro &
temperatura ambiente até que estivessem secas. As membranas foram
éolocadas uma. 8 uma entre 2.folhas de papel Whatman 3 MM. As
laterais das folhas de papel Whatman foram grampeadas e os
filtros foram colocados vem uma estufa a 80eC por 2 horas. As
membranas foram mantidas & tempefatura ambiente até o momento da

¢

hibridizag¢fio com as sondas.

ITI.14. TRANSFORMACAQ DA LINHAGEM DE E. coli -
HB101 COM 0S CLONES DE ZEINA
pZ 22.3 E pZ 19.1

Dois clones, plasmideo pBR322 com inser¢des
de cDNA dos genes que codificam os polipeptideos de 22 (clone pZ
22,3) e 19 (clone pZ 18,1) kDa da =zeina, foram gentilmente
cedidos pelo Dr. Brian A. Larkins, ds Univefsidade de Purdus,

U.S.A.

Antes dos clones de zeina serem introduzidos

nas células de E. coli, foi feita uma curva de crescimento para a

"bactéria. A curva de crescimento foi Ffeita da maneira descrita
por MILLER (1972). Aproximadamentse 5 nl. de meio LB

(Lﬁria-Bertani) contendo Bacto triptona 10 mg/ml, extrato de

levedo 5 mg/ml, NaCl 0,25 mM, pH 7,5, foi inoculado com =
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linhagem de bactéria HB101. 0 meio indculado foi mantido a 37eC
durante a noite, sob agitagio constante. A culfura obtida foi
diluida 1:50 com meio LB ligquido pré-aquecido. A seguir, ela foi
incubada a 37°C, sob agitaciio constante. Depois dos primeiros 30
‘minutos de iﬁcubggio,, aliquotas de 1 ml foram coletadas em
intervalos de 10 minutos e diluidas 1:1 com meio LB para leitura
a 550 nm em um espectrofotdmetro (Varian, UV 6345). Quando as
leituras da densidade é6ptica atingiram 0,6, as amostras passaram
a ser diluidas 1:5 com meio LB, jé que leituras acima de 0,6 s#o
menos confiidveis devido & pequena quantidade de luz transmitida.
.As aliquotas da cultura de bactéria foram retiradas até que as
leituras no espectrofotdmetro permﬁnecessem constantes. As
informagdes sobre a gderagio da HB101 féram obtidas através do

gréfico da densidade éptica versus tempo.

— }  A tfansformagéé da HB101l com os clones pZ
. 22,3 e pZ 19,1 foi feita de acordo com a metodologia descrita por
MANIATIS et al. (1982). Aproximadamente 5 ml de méio LB 1liquido
foram inoculados com a bactéria ‘HB10l. O meio inoculado foi
incubado a 37°C durante = noité. A segqir, foi coletada ums
aliquota»de 1 ml da cultura de bactéria e colocada em 100 ml de
meio LB. 0O meio inoculado foi incubado a 37¢C até que uma
densidade de aproximadamente 5 x 107 células/ml fosse obtida. A
cultura de bactérias foi resfriada em gelo por 10 minutos e as
células foram coletadas através de centrifugacéo em rotor JA-20
(Beckman, J2-21) a 6000 rpm por S minutos a 4eoC. Apés a
centrifuga¢fio, o sobrenadante foi descartado e as células foram

ressuspendidas em 50 ml de uma solugso estéril, resfriada no gelo
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e composta de: CaClz 50 mM e Tris-HCl 10 mM, pH 8,0. A suspenséo
de células foi incubada em um banho de gelo por 15 minutos e
centrifugada em rotor JA-20 (Beckman, J2-21) a 8000 rpm por )
minutos a 4oC. 0O sobrenadante foi descartado. e 8as célulsas,
,ressuspendidaé em CaClz 50 mM, Tris-HCl 10 =M, pH 8,0, em um
volume equivalente a 1/15 do volume original. Aliquotas de 0,2 ml
das célulaé ressuspendidas foram colocadas em tubos eppendorf
pré-resfriados e incubadas por 12-24 horas a 4°C. Aproximadamente
0,5 pg do DNA das sondas dissolvido em TE foi adicionado as
aliquotas de 0,2 ml de células e a mistura foi incubada no gelo
'por 30 minutos. As células foram transferidas para um banho
pré-aquecido a 42oC por 2 minutos. A séguir, foi adicionado 1 ml
de meio LB em cada tubo e as células fofam incubadas a 37°C por
30 hinupos. Aliquotas contendo quantidédes apropriadas de células
foram plagueadas em meio _LB'sélido (Bacto triptona 10 mg/ml,
“extrato de levedo 5 mg/ml, NaCl 0,25 mM, pH 7,5, Bacto agar 15
mg/ml) contendo 12,5 pg/ml de tetraciclina (solug8o estoque
composta de 12,5 mg/ml de tetraciclina dissolvida em etanol/édgua
50% v/v, esterilizada por filtracéo e guardada em aliquotas no
escuro aﬁ -20oC). As placas foram incubadas =a 37¢C por 12-16

horas.

Apés o crescimento das bactérias, coldnias
isoladas foram obtidas através da metodologia de MANIATIS et al.
(1982). Para isto, uma alca de platina. foi esterilizada e com seu
duxilio,vforam coletadas as bactérias de coldnias bem definidas
nas placas de meio LB sélido. As bactérias que aderiram na alga

de platina foram transferidas para um tubo sstéril contendo 1 ml
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de meio LB liquido. Os aglomerados de bactéria foram dispersados
através de agitagfio. A alg¢a de platina foi esterilizada novamente
e mergulhada na suspensdo de_bactérias. As bactérias que aderiram
na al¢a de platina foram plaqueadas em um segmento da placa de
Petri contendo meio LB sé6lido. A seguir, a al¢a de platina foi
esterilizada novaménte e colocada no final do segmento do
priméiro piaqueamento. As bactérias que aderiram i aicﬁ"fdram
plagqueadas em um novo segmento da placa de meio LB sélido. Este
procedimento foi repetido por mais 3 vezes. A placa foi incubada
invertida a 37°C por 18 horas. As colfnias isoladas foram
-guardadas em culturas permanentes. Para isto, 5 ml de meio LB
liquido foram inoculados com as coldnias isoladas e incubados a
37°C durante a noite. ‘Aproximadamente d,85 ml da cultura foi
trahsfegida para tubqs eppendorf esfé;éis contendo 0,15 ml de
glicerol estéril. Os tubos' fofamA fechados e o contetdo,

dnisturado. A seguir, as culturas foram guardadas a -70°C.

III.15. EXTRACAO DO DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA
ESCALA

Para testar se as colfnias isoladas depois da
transformagfio continham os plasmideos apropriados, foi feita uma
extragio de DNA plasmidial em pequena escala, de acordo com a
retodologia de HOLﬁES e QUIGLEY (1981). As bactérias foram
retiradaé das culturas permanentes com uma alga de platina

estéril e plaqueadas em meio LB sé6lido contendo 12,5 pg/ml de
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tetraciclina‘ e 25 pg/ml  de estrepfomicina (solugdo estogque
composta de 20 mg/ml de estreptomicina dissolvida em Agua; a
solugsio foi esterilizada por filtragdio e guardada em aliquotas a
-20oC). Apdés serem feitos indculos de aproximadamente 1 cm, as
.placas foram incubadas durante a noite a 37oC. Aliquotas de 100
nl de tamp&o STET (sacarose 8X; Triton X-100 0,5%; EDTA 50 mM, pH
8,0; Tris-HC1l 10 mM, pH 8,0) foram colocadas em tubos eppendorf

estéreis.

»

As células dos indéculos de 1 em foram
-coletadas e fessuspendidaé nos 100 pl de tampso STET com o
auxilio da alga de platina. A seguir, foram adicionados 10 nl dé
lisozima (solug#o esﬁoque de 10 mg/ml deé lisozima dissolvida  em
dgua) e apés agitagdo vigorosa, as células foram incubadas &
temperafura ampiente 1por 30 .minutos..bé tubos eppendorf foram
‘colocados em um banho a 10ﬁ°C por 40 éegundos e centrifugados por
.10 minutos, & temperatura ambiente, em uma micro centrifuga
(Incibréds, Spin 1). Os sobrenadantes contendo os plasmideos foram
removidos para tubos eppendorf limpos com o auxilio de uma micro
pipeta de 100 nl. Os DNAs foram precipitados com 100 pnl de
isopropa:..ol durante =a noite  a -20¢C. As amostras foram
centrifugadas por 5 minutos em uma micro centrifuga (Incibriés,
Spin 1), os sobrenadantes foram descartados e os DNAs foram
dissolvidos, depois de secos, em 20 pl de TE. Os DNAs foranm
misturados com tamp3io de colorag#o ‘e analiéados através de
eletrofcrese em gel de agaross O,BX.VOS géis foram corridos enm
tampsio TBE a 100 V até que a frente de azul de bromofenol

atingisse o final do gel. Ap6s a eletroforese, os géis foranm
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corados por 20 minutos com 10 pl de brometo de etideo (solugdo
estoque de 1 mg/ml) em Adgua. O DNA no gel foi visualizado sob luz

ultra-violeta (UV).

ITIT1.18. EXTRACAQ DO DNA PLASMIDIAL EM LARGA
BSCALA
Para extragfio do DNA plasmidial dos clones de
- zeina pZ 22,3.e pZ 19,1 em larga escala, primeiramente foi feita
a amplificag¢8do dos' plasmideos em presénca de cloranfenicol
(MANIATIS et al., 1982) para que ums quantidade de
aproximadamente 2 mg de plasmideo/litro de cultura fosse obtida.
A amplificaciq,foi feita através da iﬁbﬁulacﬁo de 10 ml de meiom
~LB liquido contendo i2,5 pg/ml de tetraciclina com uma coldnia
- isolada de bactéria. O meio inoculado foi incubado 'duraﬁte a
noite a 37°C com agitagdo vigorosa. Aproximadamente O,i ml da
cultura obtida durante a noite foi utilizado para inocular 25 ml
de meio LB liguido contendo 12,5 pg/ml de’tetraciclina. 0 meio
inoculadi foi incubado a 37°C -com agitagdo vigorosé até que a
cultura atingisse uma absorbf@ncia a 600 nm de aproximadamente
0,8. 0s 25 ml1 da cultura obtida foram utilizados para inocular
500 ml de meio LB liquido pré-aquecido a 37°C e contendo 12,5
pg/ml de tetraciclina. 0 meio inoculado foi inéubado a 37°C com
agitag8o vigorosa por 2,5 horas. A seéuir, foram adicionados 2,35
ml de uma solu¢fo de cloranfenicol (solugdo estoque composta de

34 mg/ml de cloranfenicol dissolvido em etanol 100X e mantida a
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-20°oC). A concentra¢fo final de cloranfenicol na'cultura era de
170 pg/ml. A cultura foi incubada a 37°oC com agitagdio vigorosa

por um periodo adicional de 12-16 horas.

Apés a amplificag¢do dos plasmideos, as
bactérias foram colétadas e o DNA dos plasmideos foram isolados
de a§ordo éom a metodologia descrita por MANIATIS et al. (1882).
A coleta das bactérias foi feita através de centrifugagdo em
rotor JA-14 (Beckman, J2-21) a 5000 rpm por 10 minutos a 4oC. O
sobrenadante foi descartado e o précipitado de badtérias foi

" lavado com 100 ml de STE (NaCl 0,1 N; Tris-HCl 10 mM, pH 7,8;
EDTA 1 mM) gelado. A seguir, as bactérias foram ressuspendidas em
100 ml de uma solug¢fo gelada composta de sacarose 10% em Tris-HC1
50 mM, pﬂ 8,0. Ap6és isto, foram adiciqpﬁdos 2 ml de uma solu¢do
de lisozima composta de 10 mg/ml de 1isoéima em Tris-HC1l 0,25 M,

"pH 8,0, e 8 ml de EDTA 0,25 M. A solugfo foi misturada através de

'diversas inversdes e incubada no gelo por 10 minutos. Foram
dispersados rapidamente na solugfio, com a ajuda de um bastdo de
vidro, 4 ml de SDS 10%. Imediatamente apés a dispersdo do SDS,
foram a'icionados 6 ml de NaCl 5 M, resﬁltando em uma
concentfﬁcﬁo final de 1 M. A soiucﬁo foi misturada lentamente por
invers8io e incubada no gelo por 1 hora. O DNA de alto peso
molecular e os restos celulares das bactérias foram removidos
através de centrifugagfio em rotor SW 41 (Beckman, L8-80M) a 30000
rpm por 30 minutos - a 4oC. 0O precipitado foi descartade e o
sobrenacante foi extraido 2 vezes com fenol/cloroférmio e 1 vez

com cloroférmio.
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0 fenol utilizado nas extragdes do
gsobrenadante foi redestilado =a 180°C e guardado em aliquotas a
:-20°C. Antes de ser usado, o fenol foi aquecido a 88°C e extraido
vﬁriaé vezes com Tris-HCl 1 M, pﬁ 8,0. A seguir, foi extraido com
Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, contendo 2-ME 0,2X até que o pH da fase
aquosa fosse maior que 7,6.. 0 fenol assim equilibrado foi mantido
a 4oC. Apés as extragdes 60 sobrenadante com fenol e clofoférmio,
a fase aquosa foi transferida para tubos de centrifuga corex e 2
volumes de etanol foram adicionados.’ A solugdo foi incubada a
-20°C por 1-2 horas. O  DNA foi recuperado através de
centrifugacio em rotor JA-20 (Beckman; J2-21) a 3500 rpm por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de
DNA foi lavado com etanol 70X 4 temperatura ambiente. O etanocl
foi descartado e o DNA foi seco com a  ajuda de um dissecador a
vécuo. 0 DNA foi dissolvido em 8' ml de TE, pH 8,0, e purificado

em gradiente de CsCl.

Para cada ml da solug8io de DNA foi adicionado
1 g de CsCl. O CsCl foi dissolvido na solug¢do gentilmente através
de movimentos de invers3io do tubo corex. A densidade da solugdo
era de 1,55 g/ml (n = 1,3860). A seguir, foi adicionado 0,8 ml da
solugdo de brometo de etideo (10 mg/ml em &gusa), dando uma
concentra¢do final de 600 pg/ml. A solugsio foi centrifugada em
rotor VTi 80 (Beckman, L8-80M) a 60000 rpm por 20 horas a 20°C.
Apés a centrifugag¢do, duas bandas de DNA fcram visualizadas sob
luz UV longa. A banda superior era composta de DNA 1linear e
circular aberto e a banda inferior era composta de DNA circular.

. A banda inferior de DNA foi removida do tubo de centrifuga com o



65

auxilio de uma seringa com s8agulha de grosso calibre. 0O DNA
plaémidial foi colocado em’tubo eppendorf e o brometo de etideo
foi removido astravés de extragdes com butanol saturado com &gua.
As extra¢des com butanol foram repetidaé até que nenhum vestigio
de cor rosa fosse observado na fase aquosa. O DNA foi dialisado

contra TE, pH 8,0, e guardado a -20°C.

IIT.17. ISOLAMENTO DOS FRAGMENTOS CORRESPONDENTES _
| | A0S GENES DA ZEfNA DOS CLONES
pZ 22,3 E pZ 19,1
O DNA dos clones pZ 22,3 e pZ 18,1 foi
digerido com a enzimﬁ de restric¢do Pstii (Phérmacia) éara que o0s
V-~insertos correspondentes aos genes da zeina fossem liberados.
'Para a digestdo, foram adicionados 20 pnl ( 1 pg) do DNA 'dos
clones em tubos eppendorf estéreis. A seguir, foram adicionados
‘2,5 pl do tamp3io da enzima Pst I (Tris-HC1l 20 mM, pH 7,5; NaCl
| 100 nM; e MgClz 10 mM) 10'vezes concentrado, 1'p1 da enzima Pst I
( 13 U) e 1,5 pl de dgua. O volume total da reag8o foi de 25 pl.
A reagdio foi incubada durante a noite a 37°C. Apés a digesto,
foram adicionados 6 pl de tamp#o de coloragidio 6 vezes concentrado
. 9 os DNAs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
contendo 0,5 pg/ml de brometé de etideo em tampdo TBE. Os
insertos foram coletados do gel de agarose pela meﬁodologia

descrita por DRETZEN et al. (1981) e DANNER (1882).
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Para a coleta dos insertos no ggl, pequenos
pedﬁqos de papel DEAE (Whatman, DE 81) foram cortados e incubados
por aproximadamente 2 horas em uma solugsio de NaCl 2,5 M a 4e°C.
Os pedagos de papel DEAE foram lavados por 3 vezes com &dgua
estéril e 1 vez com tampio TBE por 5 minutos. A seguir, as bandas
correspondentes aos insertos de zeina'foram localizadas no gel de
agarose com o auxilio de uma 1luz UV. Apés a corrida ser
interrompida, foram feitas incisdes no gel ao lado das bandas e o
papel DEAE foi inserido no gel comio'auxilio de uma ping¢a. Apés a
remogdo da pinga, as incisdes no gel se fecharam sobre o papel
DEAE e a eletroforese continuou até que as bandas de DNA fivessem
~migrado totalmente para os pedagos de papel. A eletroforese foi
interrompida e os pedagos de papel DEAE foram. removidos com o
auxilio de uma pinga estéril. Os papéis DEAE foram lavados por 3
vezes coﬁ jgua estéril e apés as 1avagens o excesso de agua foi
.:retirado encostando-se os lados dos papéis DEAE em pépel de

filtro.

Para a retirada do DNA do papel DEAE foi
colocado um pouco de 1l& de vidro na ponta de‘uma ponteira para
micro pipeta de 1000 ‘'nl. A ponteira foi introduzida em um
eppendﬁrf cuja tampa havia sido cortada o suficiente para gque =&
ponteira se encaixasse. A ponteira e o epppéndorf foram colocados
"em um tubo de centrifuga. Foram adi¢ionados 200 pl de tampdo de
eluigdo (Tris-HC1 20 mM, pH 8;0; EDTA 2 mM; NaCl 1,5 M) nsa
ponteira e esta foi centrifugada a 2000 rpm em uma~centrifuga de
mesa (Fanem, Excelsa Baby) por 5 minutos. Os papéis DEAE contendo

o DNA .féram colocados na ponteira depois desta ter sido
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transferida ﬁara um eppendorf limpo. A.seguir, foram adicionados
200 pl do tamp3o de eluigc#io e os papéis foram incubados por 1
hora a 37oC. A ponteira foi centrifugada a 2000 rpm (Fanem,
Excelsa Baby) por 5 minutos e mais 200 pl de tampfio de eluigéo
foram adicionados. Depois da ponteira ser centrifugada novamente
a 2000 rpm (Fanem, Excelsa Baby) por 5 minutos, foram adicionados
mais 100 ﬁl de tamp#o. A ponteira foi centrifugada e o DNA
coletado foi transferido para um tubo eppendorf estéril. O DNA
foi extraido uma vez com butanol equilibradoc em 4gua. Apdés a
extragdo, o DNA foi centrifugado por 30 segundos em uma micro
-éentrifuga (Incibras, Spin 1) e a fase superior (butanol) foi
descartada. O DNA foi extraido uma seéunda vez com butanol ndo
equilibrado em 4gua. 'O butanol foi 'removido e o DNA foi
preéipitgdo com 2 volumes de etanolh gelado a -20°C durante a
noite. 0 DNA " foi ‘centrifughdo éor_lS minutos em umﬁ micro
dqentrifuga {Incibras, Spin 1), o sobrenadante foi descartado e o

precipitado fdi lavado com etanol 70X. O DNA foi ressuspendido em

TE e marcado com 232P-dNTP.

e
H

III.18.  MARCACAO DOS FRAGMENTOS CORRESPONDENTES
AQS GENES DA ZEINA

.A marcagido dos fragmentos cérrespondentes aos
genes da zeina que codificam para as'proteinas 22 e 19 kDa foi
feita de acordo com a metodologia descrita por FEINBERG e

VOGELSTEIN (18983). O DNA dos fragmentos foi desnaturado em um
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banho a 10006 por 10 minutos. A seguir, o DNA foi colocado no
gelo e a mistura da reagdo de marcagdo do DNA f&i preparada em
tubo eppendorf como se segue: 30 nl de DNA ( 200 ng), 10 pl de
tampsio OLB (Solu¢fio A: 1 ml de Tris-HC1 1,25 M, pH 8,0; MgClz
.0,125 M; 18 pi de 2-ME; 5 pl de ATTP 0,1 M; e 5 nl de dGTP 0,1 M.
Solugiio B: HEPES - dcido N-2-hidroxietil-piperazina~-N"-
2-etanosulfénico - ZH, pH 6,6. Solugdo C:
hexadesoxirribonucleotideos 80 U/ml. A/B/C foram misturadas nas
proporgdes de 100:250:150, v/v e guardadas em aliquotas a
-20°C), 2 pl de X-32P-dATP (46 uCi), 7,5 pl de «£-32P-dCTP (38
pCi), 2 pl BSA (10 mg/ml) e 1 pl de "Klenow fragment” (Amersham)
5 U.

Antes da adigio da enzima na reagfo de
marbacid, l‘pL,da miﬁfﬁra‘foi.retirado.é colocadao em papel DE-81
(Whatman) para ser utilizado como coﬁtrole. Depois da adic¢do da
: énzima, a reag¢do foi incubada a 37eC. Foram retiradas amostras de
1 pl em interfalos de 1 hora para a monitoragdo da reagdo. Estas
amostras foram colocadas em papel DE-81 (Whatman) e foram lidas
em um cintilador (Beckman, RackBeta 1217) antes e depois do papel
ter sido lavado por 4 vezes em Na2HPO4 0,5 M (5 minutos de
duragfio para cada lavagem), 2 vezes com agua (1 minuto de durag8o
para cada lavagem) e 2 vezes com etanol 95X (1 minuto de duragdo
para cada lavagem). Os filtros lavados medem somente a
radioatividade incorporada nos écidos nucléicos; A monitoragfo da
reagdo foi feita em CHERENKOV (ﬁa) e a porcentagem de
incorporagdo de 32P foi feita dividindo-se a 1leitura da

radioatividade nos filtros 1lavados pela leitura obtida nos néo
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lavados. Parﬁ parar a reagdio, foram adicionados 4 Mnl de EDTA 0,5
M. A seguir, adicionou-se aproximadamente 50 pl de STE (Tris-HCl

10 mM, pH 8,0; NaCl 100 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0).

O DNA marcado foi separado‘dos (£-32P) NTPs
‘nﬁo incorporados através de cromatografia em colunas de Sephadex
G-50 (MANIATIS et al., 1882). Para o preparo da coluna, foi
colocado 18 de vidro siliconizada na ponta de uma seringa
descartdvel de 1 ml. A seguir, a seringa foi preenchida com
Sephadex G-50 equilibrado em STE. A seringa foi inserida em um
- tubo de centfifuga e cenfrifugada a 4000 rpm (Fanem, Excelsa
Baby) por 4 minutos. Foi adicionado - mais Sephadex G-50
equilibrado em STE e a coluna foi empacotada até que ela
atingisse um volume de 0,8 ml. A seguir, a coluna foi lavada por
2 vezes com 200 pl ‘de STE. Os 100 nl .aé amostrs contendo o DNA
~foram colocados na coluna e recuperados em um eppendorf estéril
. ap6s centrifugagdo. Depois da cromatografia, 1 pl da amostra de
DNA foi colocaﬂa em papel DE-81 para contagem em CHERENKOV antes
e depois da lavagem do filtro. Foi colocado também 1 pl da
amostra de DNA marcado em 5 ml de liquido de cintilag@io para uma
contagem mais precisa da radioatividade no canal de 32P do-
cintildmetro. A porcentagem de incorporagfio foi determinada

novamente e a atividade especifica da sonda foi determinada.
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ITI.19. HIBRIDIZACKO DOS FILTROS NA PRESENCA
DE EQRMAMIDA

A hibridizacib das sﬁndas com os DNAs
gendmicos foi feita de acordo com as especificag¢des da Amersham
(Amersham International, U.K.) para mémbranas de nylon (Hybond-N)
e a metodologia descrita por SIEGEL e BRESNICK (1988). A
pré-hibridizagc8o foi feita colocando-se os filtros contendo os
DNAs gen8micos em sacos de pélietileno, nos quais foram
adicionados 0,08 ml/cm2 da solu¢8io de pré-hibridizag8o. Para a
solug8io de pré-hibridizagfo, uma solugdo de SSC 20 vezes
concentrada foi diluida para 6 vezes e SDS 0,2% foi ddicibnado. A‘
seguir, adicionou-se leite desengoxdu;ado Mblico 0,254 e a
mistura foi colocada;em um banho a ‘70°C.HFoi adicionado por
tltimo formamida desionizada 50%; o volume final da solugdo foi

.fcompletado com égua. A solugfio de pré-hibridizagfio foi filtrada
em éapel Whatman 1 MM e colocada no ssco de polietileno.. Os

filtros foram pré-hibridizados durante a noite a 42<C com

agitagdo constante.

‘ A solugdo de pré-hibridizagdo foi descartada

e o 6NA das sondas com atividade especifica entre 108 a 1(8
cpm/ug foi desnaturado a 100°C por 10 minutos e colocado no gelo
'.por 5 minutos. A seguir, o DNA foi misturado com solug8o de
pré-hibridizagso e 0,05‘m1/cm2 de solug¢fio foi colocado nos sacos
de_polietiieno contendo os filtros. A hibridizag¢8o foi feita
durante a noite a 42°C com agitagcdo constante. Apéds a

hibridizagio, os filtros foram lavados por 2 vezes com SSC 2
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vezes concentrado e SDS 0,1X a temperatura ambiente, sendo que o
periodo de cada lavagem foi de 15 minutos. Seguiram-se 2 lavagens
.de 1 hora cada uma com SSC 0,1 vez concentrado e SDS 0,1X a 55<C.
Os filtros foram lavados rapidamente com SSC 2 vezes concentrado
e embrulhados em magipack. Os 'filtroé foram expostos a filme de

raio X (Amersham, Hyperfilm) a -70°oC por 48 horsas.

A formamida desionizada utilizada na
pré-hibridizag¢do e na hibridizac&o foi preparada adicionando-se a
200 ml de formamida aproximadamente 10 g de resina de troca
id8nica, AG 501-X8 (Bio-Rad). A seguir; a mistura foi agitada com
o auxilio de um agitador magnético por 1 hora & temperatura
ambiente e filtrada em papel Whatman 1 MM para remover a resins.

Finalménte, a formamida foi guardada em frasco escuro a -70eC.

Para reutilizag¢io das membranas Hybond-N, as
ﬂsondas foram removidas através dé incubagdc a 45°C por 30 minutos
em NaOH 0,4 M. A seguir, as.membranas foram mantidas a 450C por
30 minutos em tamp#io Tris-HCl 0,2 M, pH 7,5, contendo SSC 0,1 vez

concentrado e SDS 0,1% (p/v).
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Iv- RESULTADOS

IV.1. CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS DQ ENDOSPERMA
DO ADLAY

As proteinas de reserva do Coix lacryma-jobi

L. var. Adlay (Figura 1A e IB)‘foram*extraidas sequencialmente,
sendo- que a porcentagem de 2-ME no solvente de extragio das
prolaminas variou de 0 a 20%. Como pode ser visto na Tabela 1, =
quantidade de albuminas e globulinas (Fl) gira em torno de 0,5 mg
de proteina/100 mg dé endosperma; Jjé é'quantidade de prolaminas
—~(F2) variou de 2 mg de proteina/100 mg de endésperma quando a
proteina foi extraida na ‘auséncia de 2-ME a 16,8 mg de
proteina/100 mg de endosperma guando a proteina foi extraida com
20% de 2-ME. A medids gque a porcentagem de 2-ME ia aumentando 'no
solvente de extragdo das prolaminas, a quantidade de proteina F2
extraida aumentava com uma concomitante redugfio das proteinas do
residuo (F3). A quantidade de proteinas na F3 variou de 16 mg de
proteina/100 mg de endosperma na auséncia de 2-ME no solvente de
extragfio da F2 a 4,4 mg de proteina/100 mg de endosperma quando
20% de 2-ME foi utilizadolna extragio da F2. Como pode ser visto
na Figura 2, as maiores discrepfincias na extragdio da F2 si#o

observadas quando 0 e 0,7X de 2-ME s#o utilizados; a partir



Figura 1 - (A) Plantas tipicas de Coix lacryma-jobi var. Adlay
plantadas no campo experimental da UNICAHMP. (B) Sementes de Coix

lacryma-jobi var. Adlay sem e com invélucro de protegdo.
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Tabela 1 - Distribuigao das proteinas nos extratos F1, F2 e F3 do
endosperma de Coix lacryma-jobi L. var. Adlay.

PORCENTAGEM DE 2-ME FRAGAO mg PROTEINA , %DE

NO SOLVENTE DE F2 PROTEICA 100 mg ENDOSPERMA PROTEINA

" F1 0,5 2,7

0 , F2 2,0 10,8

- F3 16,0 86,5

F1 0,5 2,4

0,7 F2 8,8 41,9

F3 11,7 55,7

F1 0,5 2,8

5,0 F2 12,3 68,3

F3 5,2 28,9

A F1 ‘ 0,4 1,9

10,0 F2 15,2 71,7

F3 5,6 26,4

F1. 0,4 1,8

20,0 F2 16,8 77,8

F3 4,4 20,4




Figura 2 - Efeito da concentragfio de 2-ME na extragdo das
prolaminas do Coix lacryma-jobi var. Adlay. As prolaminas do
Adlay foram extraidas com isopropanol 55X e concentragdes de O,

0,7, 5, 10 e 20% de 2-ME. S
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destas concentragdes comega a haver uma estabilizag#o da

quantidade de proteina extraida.

As andlises de aminodcidos das trés fragles
protéicas do Adlay foram realizadas em HPLC. 0Os fesultados na
Tabela 2 indicam que a F1 é rica em 4cido glutfmico (18,1%),
dcido aspartico (14,3X%X), glicina (14,2%) e alanina (11,1X). A F2
é composta principalmente de dcido glutémico (23,0%) e dos
aminodcidos hidrofébicos alanina (18,0%), 1leucina (15,8%) e
prolina (9,9%). A porcentagem do aminoécido‘essencial lisina na.
F2 do Adlay é praticamente ihexistenté e a de metionina é baixa,
ficando ao redor de 0,2%. Do mesmé modo que na F2, os aminodcidos
que 6correm em maior quantidade na F3 s#o o &dcido glutémico
(16,8%5, alanina (15,8%), leucina (12,4%) e prolina (9,5%).
Apesar da composicﬁo‘ de aminoécidos.aa F3 éer relativamente

-gimilar & da F2, a F3 apresenta lisina (0,8%) e o teor de
metionina desta ffacﬁo é€ 9 vezes maior que o da  F2. 0 teor do
aminodcido essencial treonina também é relativamente mais elevado
na F3 (4,8%) do que na F2 (2,7X). Um fato interessante é a alta
porcentagem de 4cido glutfmico nas trés fragdes protéicas. O
#minoécido hidrofébico alanina também ocorré em porcentagens

considerdveis nas trés fragdes.

As fragdes protéicas do Adlay foram
analisadas através de SDS-PAGE (Figura 3). Varias ciasses de
cadeias polipeptidicas de pesos moleculares diferentes foram
endontradas no padrio de eletroforese da Fl. A banda de peso

molecular mais alto identificada nesta frag¢fo foi a de 110 kDa e
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Tabela 2 - Composicao de aminoacidos das fragoes protéicas F1, F2 e
F3 extraidas do endosperma do Coix lacryma-jobi L. var,
Adlay. Os niveis de aminoacidos individuais foram expres |
sos como porcentagem do conteudo total de  aminoacidos.
As proteinas da F2 foram extraidas com solvente contendo
20% de 2-ME e as da F3 foram extraidas com Tris-HC1l, 100
mM, pH 7,5, contendo SDS 5% e 2-ME 7,5%.

FRAGOES PROTEICAS

AMINOACIDOS F1 F2 F3

Asparagina 0,1 0,1 1,8
Glutamina 0,4 - -

Acido Aspértico 14,3 6,2 6,3
Serina 6,9 5,4 6,8
Acido Glutamico 16,1 23,0 16,8
Arginina 7,2 1,7 1,0
Glicina 14,2 3,3 8,5
Treonina’ 5,1 b 2,7 4,6
Alanina ° 11,1 18,0 15,8
-Prolina - 5,1 9,9 9,5
Metionina - 0,2 1,8
‘Valina 6,2 5,9 6,8
Fenilalanina 2,7 4,1 3,5
Isoleucina 3,0 3,4 3,6
Leucina 4,2 15,8 12,4
Lisina 2,8 - 0,8




Figura 3 - Andlise em SDS-PAGE das.protéinas F1, F2 e F3 do
endosperma do Coix lacryma-jobi L. var. 'Adlay. (1) F1, (2) F2 o
(3) F3. As proteinas foram coradas com 0,25% Coomassie Brilliant

Blue R 250 em metanol/4gua/dcido acético (5:5:1, wv/v).

Bstiitioas e L
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a de menor peso molecular foi a de 9 kDa. 0 padréio de
ele£roforese da F3 também demonstrou ser bastante complexo, com a
presen¢a de varios polipeptideos com pesos moleculares entre 110
e 15 kDa. Foi identificada a presénca de bandas de prolamina
residual no padrio de eletroforese da F3. Ao contrério da F1 e
F3, o padrido de eletroforese da F2 é composto por apenas S
classes de pesos moleculares distintos. Estas classes foram
denbminadas por um C, que indica_a primeira letra do nome da
proteina (coixina), e por nuimeros de 1 a 5, gque representam a
ordem (em relagdio & origem do gel) destas classes no gel. Assim
sendo, a classe de maior peso molecular foi designada de C1 (27'
~kDa) e as outras classes foram designadas, respgctivamente, de C2
(25 kDa), C3 (22-kDa), C4 (17,5 kDa)-e CS5 (15 kDa). Das classes
de prolamina, a C2 e a C3 parecem ser as principais,; agrupando
assim grande pgrte dos polipeptideos da coixina, que & a

-principal proteina de reserva do Adlay.

Com o intuito de determinar o efeito a nivel
de SDS-PAGE do uso dﬁs diversas concentragdes de 2-ME na extragédo
da prolamina do Adlay, os diversos extratos de F2 foram
submetidos a eletroforese (Figura 4A). Como pode ser visto na
Figurs 4A, na auséncia de 2-ME a quantidade de coixina nas
classes C1, C2, C4 e C5 & extremamente reduzida e a classe C3

‘.desaparece por completo. Quando 0,7%X de 2-ME é utilizado ﬁa
extrag¢io, ha um aumento substaﬁcial na quantidade de prolamina
das diversas classes, inclusive na classe C3. A nediaa que 8
concentrag¢do de 2-ME aumenta para 2, 5, 10 e 20% no solvente de

extra¢do da proteina, héd um aumento da quantidade de proteina



Figura 4 - Andlise em SDS-PAGE das prolaminas do Coix
lacryma-jobi var. Adlay extraidas com isopropanol 55% contendo
(1) 0% de 2-ME, (2) 0,7% de 2—HE,?(3) 2,0% de 2-ME, (4) 5,0% de
2-ME, (5). 10,0% de 2-ME e (8) 20,02 de 2-ME. (A) Proteinsas
coradas com 0,25% de Coomassie Brilliant Blue R 250 em
metanol/dgua/dcido acétido (5:5:1, v/v). (B) Analise imunolégica
das proteinas em uma réplica do gel da Figura 4A. As proteinas do
gel foram transferidﬁs para uma membrana de nitroceluloses e
incubadas com o antisoro contra a classe de coixina C2. A
Tmembrana foi lavada e incubada com Proteina A ligada a peroxidase
por-l hora. O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado éela
coloragfic resultante da reag¢sio da peroxidase. (C) O mesmo que em

(B), com a diferenga que o antisoro utilizado foi o contra a

classe de coixina CS3.
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encontrada naé classeé Cl, C2, C4 e C5, sendo que o maior aumsnto
é observado na classe C2. Em contraste com o aumento observado
para as classes Cl,‘CZ, C4 e C5, o aumento de proteina na classe
C3 é aparentemente pequeno. O uso de 2-ME na extrag8o das
‘prolaminas do.Adlay_faz com que proteinas de alto peso molecular
sejam extraidas. A presen¢a destas proteinas no gel ¢é mais
evidente quando 20% de 2-ME é utilizado no solvente de extrag#o

(Figura 4A).

As principais classes da prolamina do Adlay,
"C2 e C3, fo?am purificadas através de géis preparativos e
eletroeluigdo. Apés a purificaegédo, amostrﬁs de cada classe de
protéina foram submetidas a. SDS-PAGE, onde se constatou que tanto
a classe C2 quanto a C3 estavam substancialmente livres de outras
proteinaé (Figura 5). Antisoros foraﬁﬂpreparados contra estas
“"duas classes de coixinas 'purificadas. 0 titulo dos antisoros
- foram determinados através da técnica de ELISA, sendo que ambos
os antisoros reagiram em dilui¢des de até 1/10000. Os antisoros
preparados foram utilizados em analises imunolégicas (Western
blot) das prolaminas extraidas com diferentes cbncentracﬁes de
2~-ME (Fiéura 4B e 4C). As prolaminas foram transferidas e
imobilizadas em filtros de nitrocelulose que foram incubados com
os anticorpos contra as coixinas em diluigdes de 1/500. Os
filtros foram incubados com Proteina A ligada a peroxidase e o
complexo antigeno-anticorpo foi visualizado através da reagdc de

colorag¢®-~ da peroxidase.



Figura 5 - Andlise ’em .SDS-PAGE das classes de coixina
purificadas. (1) Extrato total da . coixina. (2) Classe C2
purificada. (30) Classe C3 purificada. As proteinas foram coradas
_com 0,25% de qumassié Brilliant Blue R 250 em metanol/4gua/écido

_acétido (5:5:1, v/v).



82



83

Como pode ser visto na'Figurd 4B, o antisoro
contra C2 reconheceu as classes de coixina C1l e C2. A reag3o do
‘antisoro coma Cl e C2 aumentou de intensidade na medida que
nﬁiofés quantidades de proteina. se acumularam. nas respectivas
bandas‘como consequéncia da présenca de maiores concentragdes de
2-ME no solvente de extragdio. O antisoro contra C2 reconheceu
também as prqteinas de alfo pesoc molecular que foram exffaidas na
presenga de 20X de 2-ME. O peso molecular aparente destas
proteinas foi determinado como sendo de 52, 43,5 e 39 kDa (Figura
4B). O antisoro contra C3 reagiu com a banda C3 e apresentou'
reag#o cruzada com uma proteina de 40,5 kDa (Figura 4C). Ao
contrario da banda C3, os niveis da proteina de 40,5 kDa
aumentaram com o aumento das cqncentracﬁes de 2-ME no solvente de
extragfo, como pode ser constatado pela intensidade da reagdo do

;anticorpo com a proteina (Figura'4C).

domo referido anteriormente, quando submetida
a SDS-PAGE a prolamina do Adlay subdividiu-se em apenas 5 classes
de pesos moleculares distintos. Contudo, quando a proteina
extraida em diversas concentra¢des de 2-ME foi submetida a IEF,
ela apresentou uma maior heterogeneidade, subdividindo-se em
aproximadémente 10 bandas (Figura B8). Destas 10 bandas, 7 s&o
bandas principais nitidamente visiveis, mesmo quando a proteina
foi extraida com 0,7% de 2-ME. O padr8io das bandas de IEF da
coixina n#o foi alterado com a utilizagdo das diferentes
concentragSes de 2-ME na extrago da proteina, e mesmo na
auséncia de 2-ME no solvente de extrag8o, o padréo das_pandas se

-manteve apesar da quantidade de proteina ser drasticamente



Figura 8 - Anédlise em IEF das prolamings do Coix lacryma-jobi
var. Adiay extraidas com isopropanol 55% contendo (1) OX de ZQME,
(2).0,72 de 2-ME, (3) 2,0% de 2-ME, (4) 5,0% de 2-ME, (5) 10,0%
de 2-ME e (8B) Q0,0Z-de 2-ME. As proteinas foram coradas com O0,5%

de Coomassie Brilliant Blue R 250 em metanol/agua/dcido acético

| (2:7:1, v/v).
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reduzida em todas as bandas. De maneira similar ao que ocorreu em
SDS-PAGE, a medida que as concentragdes de 2-ME foram elevadas, a
‘intensidade das bandas de IEF aumentou. A faixa de pl em que as 7

bandas de IEF principais se distribuiram foi- de 6,20 a 7,76

(Figura 8).

As 7 baﬁdas principais encontradas no padréo
de IEF do Adlay foram cortadas do gel e submetidas
individualmente a SDS-PAGE para uma andlise equivalente a 2-D
(Figura 7A). Em SDS-PAGE, as bandas‘de IEF se subdividiram em
mais de uma classe de peso‘molecular distinto. Assim sendo, a
banda de pl 7,76 subdividiu-se em uma banda correspondente a Cl e
uma éor;espondente a C5; a de pl 7,82, com peso molecular
correspondente principalmente ‘'a CS5, apresentou uma banda com
resquicios de proteina Cl. A banda de pi 7,26 apresentou proteina

”CZ e resquicios de Cl1 e C3. A banda de- pl 6,91 constituiu-se
quase que totalmente de protéina C2 e a de pl 6,55, de C1l e C2. A
banda de pl 8,34 ¢ constituida quase que totalmente por proteina
'C4 com resquicios de C2 e a de pI 6,20 tem principalmente
proteina C2. Um fato interessante ¢é que da mesma forma que a

banda de pI 7,26, as de pls 6,91, 6,55, 6,34 e 8,20 também

apresentaram resquicios de proteina C3.

Dois géis que constituiam réplicas daquele da
Figura 7A foram transferidos para membranas de nitrocelulose para
reac3io com os antisoros contra C2 e C3. Como esperado, o antisoro
contra C2 reagiu com proteinas Cl1 e C2 e apresentou reagdo

cruzada com proteinas de alto peso molecular presentes nas bandas



Figura 7 - Andlise em SDS-PAGE das bandas de IEF da prolamina do
Coix lacryna?jobi L. var. Adlay. (1) banda de pl 7,78, (2) banda
de pl 7,62, (3) banda de pI 7,26, (4) banda de pl 8,91, (5) banda
de plI 6,55, (8) banda de pl 6,34 e (7) banda de pI 6,20. (A) Gel
corado com 0,25% de Coomassie Brilliant Blue R 250 em
metanﬁl/agua/acido acetico (5:5:1, v/v). (B) Andlise imunolégica
das proteinas em uma réplica do gel da Figura 7A, As proteinas do
gei foram transferidas para .uma membrana de nitrocelulose e
Aincubadas com o antisoro contra a classe de coixina C2. A
#membrana foi lavada e incubada com Proteiﬁa A ligada a peroxidase
por 1 hora. O complexo antiéeno—anticorpo foi visualizado pela
colorag8o resultante da reacfio da peroxidase. (C) 0O mesmo que em

(B), com a difereng¢a que o antisoro utilizado foi o contra a

classe de coixina C3.
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de IEF de pIé ?,26, 6,91, 6,55, 8,34 e 8,20 (Figura 7B). A
quantidade das proteinas de alto peso molecular ﬁa banda de pl
7,26 deve ser pequena, ja que a reagdio com o antisoro foi minima
(Figura 7B). 0 antisoro contra C3 reagiu com as bandas de pl
7,26, 6,91, 6;55, 6,34 e 6,20 (Figura 7C) que, como foi visto no
gel da Figura 7A, continham resquicios desta proteina. Nestas
mesmas bandas de IEF, o antisoro contra C3 apresentou reagio
cruzada com proteinas de alto peso molecular (Figura 7C). As
bandas de alto peso molecular visualizadas nas reag¢des com o0s
antisoros n#o s#o evidentes no gel corado com Coomassie Brilliant

Blue R 250 (Figura 7A).

IV.2. AS PROTEINAS DO ENDOSPERMA E O DNA
- GENOMICO DO ADLAY E DO HAYA

IV.2.1. COMPARACAO DAS PROTEINAS DO
ENDOSPERMA DO ADLAY COM AS DQ
MAYA

As proteinas de milho (Zea mays L.) var. Maya
foram extraidas sequencialmente, sendo que 20% de 2-ME foram
utilizados na extra¢fio da F2. A quantidade de proteina encontrada
na F1, F2 e F3 do Maya foi comparada cgm a quantidade de proteina
encontrada nas fragdes protéicas do Adlay (Tabela 3). Como indiéa

a Tabela 3, a quantidade de proteina na F1 do Maya gira em torno



88

Tabela 3 - Comparacao da distribuigado das proteinas do endosperma
nos extratos Fl1, F2 e F3 do Coix lacryma-jobi L. wvar.
Adlay e do Zea mays L. var. Maya. A porcentagem de 2-ME
utilizada na extragao da F2 foi de 20%.

ADLAY : MAYA
FRAQ§0 - mg PROTEINA _ mg PROTEINA 1
 PROTEICA 100 mg ENDOSPERMA (%) 100 mg ENDOSPERMA (%)
F1 0,4 1,8 0,4 4,6
F2 16,8 : 77,8 4,5 51;7

F3 - 4,4 20,4 3,8 43,7
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de 0,4 mg de broteina/lOO mg de endosperma,.o que ¢ praticamente
igual a quantidade de proteina encontrada na Fl1l do Adlay. A
‘"quantidade de protéina na F3 do Maya também é bastante similar &
quantidade de proteina encontrada na F3 do Adlay, sendo que a F3
‘do Maya apreséntou 3,8 mg de proteina/100 mg de endosperma e a F3
do Adlay, 4,4 mg de proteina/100 mg de endosperma. A principal
diferenga na quantidade de proteina do Maya e do Adlay foi
encontrada na F2. 0 Maya apresentou somente 4,5 mng de
proteina/100 mg de endosperma na F2, 0 que é aproximadamente 3,7

vezes menos do que a quantidade encontrada para a F2 do Adlay.

As andlises de aﬁinoécidos das fragdes
protéicas do Maya foram realizadas em HPLC e comparadas com as
das fragdes protéicas do Adlay na Tabela 4. A composigdo de
aminoéciaos da.F1 do Maya é bastante_similar 4 da F1 do Adlay,

“sendo que, da mesma maneirﬁ que no Adlay, os aminodcidos que se
-épresentam em maiores porcentagens nesta fragio s&o acido
aspartico (13,9%), glicina (13,6%), alanina (11,7%) e 4acido
glutfmico (11,3%). A composigédo de‘amiﬁoécidos da F2 e F3 do Maya
também é bastante similar a do Adlay. Do mesmo modo que na F2 do
Adlay, o aminodcido que se apresenta em maior porcentagem na F2
do Maya & o 4cido glutémico (20,8%). Seguindo-se ao 4&cido
glutfimico est#o os aminodcidos hidrofébicos leucina (16,9%), aque
é o segundo aminodcido mais abundante no Haya e terceiro no
Adlay; prolina (14,4%) & o terceiro aminoécido mais abundante do
Maya e ¢1arto no Adlay; e alsnina (13,4%X), que corresponde =ao
quarto aminodcido mais abundante no Maya e segundo no Adlay. A

porcentagem dos aminodcidos essenciais 1lisina e treonina &
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Lisina

Tabela 4 - Comparacao da composigao de aminoacidos das fragoes pro-
o téicas F1, F2 e F3 extraidas do endosperma do Coix lacry
ma-jobi L. var. Adlay com as fragoes protelcas extraidas
do endosperma do Zea mays L. var. Maya. Os niveis de ami
noacidos individuais foram expressos-como porcentagem do
conteudo total de aminoacidos. As proteinas da F2 foram.
extraidas com 20% de 2-ME e as da F3 foram extraidas com -
Tris-HC1l, 100 mM, pH 7,5, contendo SDS 5% e 2-ME 7,5%.
FRAGOES PROTEICAS
_ F1 F2 _ F3
AMINOACIDOS ADLAY MAYA ADLAY MAYA . ADLAY MAYA
Asparagina 0,1 0,1 0,1 0,2 1,8 1,8
Glutamina 0,4 0,7 - - - -
Acido Aspartico 14,3 13,9 6,2 4,6 6,3 6,7
Serina 6,9 7,1 5,4 6,2 6,8 7,2
Acido Glutamico 16,1 11,3 23,0 20,8 16,8 16,2
Arginina 7,2 6,0 1,7 1,4 1,0 1,2
Glicina 14,2 13,6 3,3 5,5 8,5 8,6
-Treonina 5,1 4,9 2,7 3,5 4,6 4,7
Alanina 11,1 11,7 18,0 13,4 15,8 11,1
Prolina 5,1 8,0 9,9 14,4 9,5 10,3
Metionina - - 0,2 0,2 1,8 0,6
Valina 6,2 5,7 5,9 4,6 6,8 6,8
Fenilalanina 2,7 2,4 4,1 4,5 3,5 3,9
Isoleucina 3,0 3,0 3,4 3,3 3,6 4,1
Leucina 4,2 5,2 15,8 16,9 12,4 12,1
2,8 2,3 - 0,2 0,8 1,7
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levemente mais elevada na F2 do Maya e a porcentagem de metionina
6 sparentemente igual nos dois cereais levando-se em consideragdo
-os métodos utilizados. Da mesma forma que a F2, a F3 do Maya ¢
ricﬁ‘em dcido glutémico (16,2%), leucina (12,1%), alanina (11,1%)
e prolina (10,3%). As porcentagens destes amiﬁoécidos na F3 do
Maya sdo similares as encontradas na F3 do Adlay. Apesar de
baixa, a porcentagen de. lisina encontrada na F3 do‘ Maya é
aproximadamente duas vezes maior que a encontrada no Adlay. Por
outro lado, a porcentagem de metionina no Maya é trés vezes menor

que no Adlay.

Os pad:ﬁes em SDS-PAGE das fragdes protéicas
do Haya foram comparados com as do Adlay (Figura 8). A Fl1 do Maya
apreseﬁtou um padrfio complexo com bandas de peso molecular entre
865 kDa ¢ 9 kDa. Acima da banda de 65 kDa existem umas poucas
-~ bandas dificeis de serem visualizadas devido & baixa intensidade
delas no gel. Apesar‘do padréo da F1 do Maya ser de uma maneira
geral diferente da do Adlay, existem bandas nos dois materiais
que apresentsram os mesmos pesos moleculares. A intensidade
destas bandas, contudo, varia nos dois materiais. A F3 do Maya
demonstrou uma complexidade similar & encontrada para F3 do
Adlay, sendo que algumas bandas de ambos os materiais exibiram os
mesmos pesos moleculares. As bandas da F3 do Mayﬁ apresentaram
pesos moleculares entre 110 kDa a 14,5 kDa. O padrdo da F2 do
Mays é similar ao da F2 do Adlay, j& que ambos apresentam uma
baixa heterogeneidade em SDS-PAGE. A F2 do Maya é coﬁposta por 7

classes de pesos moleculares distintos.



Figura 8 - Comparacio em SDS-PAGE das proteinas F1, F2 e F3 do
endosperma do Coix lacryma-jobi var. Adlay com as do Zea mays L.
var. Maya. (1) F1 do Maya, (2) F1l do Adlay, (3) F2 do Maya, (4)
F2 do Adlay, (5) F3 do Maya e (B8) F3 do Adlay. As proteinas foram
;coradas com 0,25% de Coomassie Brilliant Blue R -250 em

metanol/agua/dcido acético (5?5:1, v/v).
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A nomenclatura dada para as prolaminas do

Maya segue o padr#do das da coixina. Elas foram denominadas por um
.Z referente ao nome da proteina (zeina) e um nimero de designagédo
da pbéicﬁo da banda no gel em relagdo & origem. Assim sendo, ' a
classe de maior peso molecular épareﬁte (28 kDa) & referida na.
literatura por zeina de 27 kDa foi denominada de Z1. As outras
duas classes principais aa zeina do Maya de pesos moieculares
aparentes d6725 e 22,5 kDa e referidas na literatura por zeina de
22 e 19 kDa foram denominadas, respectivamente, de Z2 e Z3. As
classes de menor peso mélecular aparente, que na zeina do Maya'
sfo quatro, foram denominadas de 24, 25, Z6 e Z7. Apesar do
padfio de zeina do Maya e da coixina do Adlay ser o mesmo nos
diferentes géis de SDS-PAGE, a posig¢dio de algumas bandas de peso
molecular aparente 'menor, oﬁ seja, . 24, 25 e ‘C4, variou
ligeiramente de gel para gel. Os pesos mpleculares aparentes da
~Z4, 25, 26 e 27 foram calculgdos'pelo gel da Figura 8 como sendo
de apéoximadamente 17 kDa para Z4 e 168 kDa para’ZS. Estas duas
classes s#io designadas na literatura de zeina de 15 kDa. A Z6 tem

um peso molecular aparente de 15 kDa e a Z7, de 14,5 kDa. Estas

classes s#io designadas na literatura de zeina de 10 kDa.

Da mesma maneira que foi feito para o Adlsay,
o efeito do uso de diferentes concentrag¢des de 2-ME na extrag#o
da zeina do Maya foi determinado através de SDS-PAGE (Figura 8A).
Como indica a Figura 9A, na auséncia de 2-ME, as classes de zeina
21, 24, 25, 26 e 27 n#o sdo extraidas e a quantidade de proteina
na 22 e 23 é reduzida. 0 comportamento das classes Z1, Z4, 25, 16

.8 27 é similar ao da C3 do Adlay, que também ndo é extraida na



Figura 9 - Andlise em SDS-PAGE das prolaminas do-Zea mays L. var.
Maya extraidas com isopropanol 55% contendo (1) 0% de 2-ME, (2)
0,7% de 2-ME, (3) 2,0% de 2-ME, (4) 5,0% de 2-ME, (5) 10,0% de
2-ME o (B8) 20,0% de 2-ME. (A) Proteinas coradas com 0,254 de
Coomﬁssie ﬁrilliant Blue R 250 em metanol/agus/dcido acético
(5:5:1; v/v). (B) Andlise imunolégica das proteinas em uma
réplica do gel da Figura 8A. As broteinaé do gel foram
—trensferidas para membrana de nylon e incubadas com o antisoro
contra a classe de coixina C3. A membrana foi lavada e incubada
com Proteina A ligada a peroxidase por 1 hora. O complexo
antigeno-anticorpo foi visualizado pela coloragédo resultante da

reagdo da peroxidase.
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auséncia de 2-ME (Figura 4A). Apesar dé reduzida, a quantidade de
proteina na Z2 e Z3 na auséncia de 2-ME é m&ior do gque a
observada para Cl, C2, C4 e C5 do Adlay nestas condigdes (Figura
4A). Quando.0,7X de 2-ME foi utilizado no solvente de extragdo da
‘zeina, todas as clgsses desta prolamina foram extraidas e um
aumento substancial de proteina foi observado em Z2 e Z3. A
nedida que.as concentragdes de 2-ME foram asumentadas no solvente
de extragfio, houve um aumento relativo da quantidade de proteina,
visivel principalmente nas classes Z2 e Z3. Da mesma forma que no
Adlay, o uso de 2-ME na extrag8o da zeina faz com que proteinas
'de alto peso molecular sejam extraidas (Figura SA). Ao contrario
do Adlay (Figura 4A), onde as proteinﬁs de alto peso molecular
s80 evidentes principalmente quando 20%'de 2-ME é utilizado no
sol§ente'de extrag¢do, as proteinas de.alto peso molecular do Maya
apresentam basicamehte as _meémas concentracaes,'independénte da -

Qoncentracﬁo de 2-ME no solvente de extrag¢édo.

0 antisoro contra as classes de coixina C2 e
C3 foi utilizado na andlise imunoldgica das zeinas extraidas com
diferentgs concentragdes de 2-ME. As proteinas de duas réplicas
do gel df Figura 9A foram transferidas para membranas de nylon s
incubadas com os antisoros contra as coixinas em diluigdes de
1/500. As membranas foram incubadas com Proteina A 1ligada a
peroxidase e o complexo antigeno-anticorpo foi visualizado
através da reagfio dq coloragio da peroxidase. Nénhuma das classes
da zeina_do Maya apresentou resagéo cbm o antisoro contra C2. O
antisoro contra C3 reconheceu a classe de zeina Z1. Como pode ser

visto na Figura 9B, a intensidade da reag#io n3o aumentou & medida

UNICAM P
BIBLIOTECA CENTRAL
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em que a concentra¢io de 2-ME aumentou no solvente de extragiao,
fato também observado para a classe de coixina C3 em reagédo com o
antisoro contra C3 (Figura 4C). O antisoro contra C3 reconheceu

também as proteinas de alto pesoc molecular (Figura 8B).

A zeina do Maya foi submetida a focalizagdo
isoelétrica em gel de agarose juntamente com a coixina do Adlay.
Como pode ser visto na Figura 10, a zeina apresentou uma grande
heterogeneidade em gel de IEF, exibindo um total de
aproximadamente 15 bandas, sendo gue 8 s8o0 bandas principais. Os

"pls das bandas de IEF prinéipais do Maya est#o entre 7,33 e 5,56.
Apesar dos padrdes de IEF da prolamina doiAdlay e do Maya serem
diferentes, existem algumas bandas com pls comuns nos dois
materiais. Entre as'bandas principais; as de pls comuns no Maya e

no Adlay s#o a,7,26, 6,55 e 6,34 (Figura 10).

‘ As 8 bandas principais do padr8o de IEF do
‘Maya foram cortadas dos géis e submetidas a SDS-PAGE (Figura
11A). As bandas de pI 7,33, 7,28 e 6,48 s#o0 correspondentes a
classe de peso molecular da zeina Z2. As bandas de pl 6,55, 6,34,
6,27 e 5;84 subdividiram-se em ZZ e 23, senao que as proteinas se
acﬁmularrm principalmente em Z3. Quanto & banda de pl 5,58, ela
subdividiu-se em 22, 23 e 25, sendo que das 3 classes, a que
apresentou maior quantidade de proteina foi a Z3. Tragos de
dificil visualizagdo correspondentes a Z1 foram observados no
padréo de SDS-PAGE de varias das bandas de pls diferentes. Este
tiéo de 6omportamento da Z1 é similar ao observado para a C3 do

Adlay. K interessante notar que somente uma das classes de menor
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Figura 10 - Comparagdo em IEF das prolaminas do Coix lacryma-jobi
L. var. Adlay e das do Zea mays L. var. Maya. (1) zeina -- Maya,
(2) coixina o= Adlayf As. protein&é foram . extraidas com
—~isopropanol contendo 2% de 2-ME. Apés-a focalizag8o 1isocelétrica,

. as proteinas forah coradas com 0,5% de Coomassie Brilliant Blue R

250 em metanol/&dgua/dcido acético (2:7:1, v/v).
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Figura 11 - Andlise em SDS-PAGE das bandas de IEF da zeina do Zea
mays L. var. Maya. (1) extrato total da zeina em solvente
6ontendo‘é% de 2-ME, (2) banda de pI 7,33, (3) bandaAde pl 7,28,
(4)‘banda de pI 6,55, (5) banda de pl 6,48, (6) banda de pl 6,34,>
(7) banda de pI~6,27, (8) banda de pl 5,84 e.(9) banda de pl
5,56. (A) Gel corado com 0,25% de Cooﬁassie Brilliant Blue R 250
em metanol/dgua/acido acético (5:531, v/v). (B) Anéalise
_imunolégica das proteinas em uma réplica do gel da Figura 11A. As
‘proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nylon e
incubadas com o antisoro contra C3; A membrana foi lavada e
incubada com Proteina A ligada a peroxidase por 1 hora. 0
complexo antigeno-anticorpo foi visualizadb pela coloracgdo

resultante da resgfo da peroxidase.
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peso molecular da zeina foi identificada nas bandas principais de
IEF do Maya. Ao contrario do Maya, no Adlay as classes de menor
.peso molecular C4 e C5 foram facilmente identificadas entre as 7

bandas principais de IEF que foram submetidas a SDS-PAGE.

As proteinas de duas réplicas do gel da
Figura 11A foram transferidas para membranas de nylon para reag#o
com os antisoros contra as classes de coixina C2 e C3. Como
previsto, ndo foi detectado nenhum tipo de reacﬁd entre as bandas
de IEF do Maya e o antisoro contra C2. Definitivamente, este
antisoro n#io reconhece nenhuma das classes da zeina. O antisoro
contra C3 apresentou reagfo com todas as bandas de IEF da zeina,
sendo que a intensidade da rea¢do variou de banda para banda, o
que é un reflexo da quantidade de Z1 presente em cada banda
(Figura 11B). A reagdo foi mais evideﬁfe para ‘as bandas de pls
‘8,48, 6,34 e 8,27, e foi menos evidente para s banda de pI §5,56.
Além da Z1, o aniisdro contra C3 reagiu_com proteinas de alto
peso molecular, sendo que a reagdo do antisoro com estas
proteinas também variou de intensidade, o que pode ser, como
aconteceu com a Z1, um reflexo da quantidade destas proteinas em
cada uma das bandas de IEF (Figura 11B). O peso moleculsar
aparente destas proteinas no Maya foram calculados como sendo ao
redor de 40,5 e 50 kDa. A principal diferenga encontrada entre as
bandas da zeina do Maya (Figura 11B) e da coixina do Adlay
(Figura 7C) nas andlises imunolégicas é que enquanto todas as
bandas principais de IEF da zeina acusaram a presenga de <21,
algumas das bandas de IEF da coixina (pls 7,76 e 7,82) né#o

_apresentaram resgdo com o antisoro contra C3.
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IV.2.2. COMPARAGCAQ DOS FRAGMENTOS DE
RESTRIGAO DO DNA GENOMICO DO
ADLAY COM OS DO HAYA QUANDO
HIBRIDIZADOS COM AS SONDAS DE
ZEINA pZ 22,3 E pZ 19,1

Aproximadamente 5 ug de DNA dos clones de
zeina p2 22,3 e pZ 19,1 foram gentilmente cedidos pelo Dr. Brian»
A. Larkins. O clone pZ 22,3 de 5,4 Kb é constituido de um
fragmento de 1,02 Kb correspondente ao gene da zeina que codifica
a classe de proteina de 22 kDa (Z2) clonado no sitio da Pst I do
plasmideo pBR322. O clone pZ 19,1 de 5,0 Kb é constipuido por um
fragmento de 0,68 Kb correspondente ao gene da zeina que codifica

_a classe de proteina de 18 kDa (Z3) clonado no sitio da Pst I do
plasmideo pBR322. O DNA dos clones foi dissolvido em TE e 0,5 pg
foi utilizado na transformagdo da linhagem de E. coli HB101l. As
transformagBes com os dois plasmideos foram feitas isoladamente e
védrias diluig¢des de células foram plaqueadas em meio contendo os
antibiéticos estreptomicina e tetraciclina. Neste meio, cresceram
somente as bactérias transformadas com o pBR322, que expressa o

gene de resisténcia a tetraciclina.

Véarios tipos de controles foram feitos para
as transformagdes: 1. As células competentes foram plagueadas enm
meio com estreptomicina e, como era esperado, houve crescimento,
J& que a HB101 tem o gene de resisténcia a estreptomicina. Estas

"células também foram plaqueadas em meic contendo tetraciclina,

sendo que nenhuma colfnia se formou; 2. Apés a transformagdo, as
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células foram rplaqueadas em meio com estreptomicina e o
crescimento foi bom; 3. As células transformadas foram plagueadas
em meio contendo estreptomicina, tetraciclina e amplicilina. Como
era esperado, n#o houve crescimento algum nestas placas, ja que
‘os genes da zeina estfio clonados no sitio da Pst I no gene que
confere resisténcia a amplicilina ao pBR322, inativando assim

este gene.

Apés a transformagf8o, o DNA dos clones pi
22,3 e pZ 19,1 foi extraido e digerido com a enzima de restrigéo
"Pst I para que os fragmentos correspondentes aos genes da =zeina
fossem liberados. O DNA do pZ 22,3 e pZ 19,1 foi digerido também
com a enzima de restrigdo Eco RI para éue os plasmideos fossen
linearilizados e utilizados como padr#o no gel. Apdés a digestdo,
amostras de DNA foram submetidas a eletroforese em gel de 1% de
wagarose em tampfo TBE (Figura 12). As amostras de DNA no gel da
'Figura 12 n3#o apresentaram sinais aparentes de degradagdo ou
contaminag¢#o, sendo que os fragmentos liberados demonstraram ser
dos tamanhos esperados. Estes fragmentos de DNA foram recuperados
do gel, rarcados com 32P-dNTP e utilizados nas hibridizagdes com

o DNA gehﬁmico do Maya e do Adlay.

O DNA gendmico do Maya e do Adlay foi
extraido e aliquotas contehdo aproximadamente 1 pe de DNA foram
submetidas a eletroforese em gel de 0,5X de agarose em tampio
TBE. A finalidade déste gel era de detectar se n8o houve quebras
no DNA dﬁrante o processo de extrag3o. Como padréio no gel foi

utilizado o DNA de alto peso molecular do fago 1 (50 Kb). Foi



Figura 12 - Eletroforese em gel de 1% de agarose do DNA digerido
das sondas pZ 22,3 e pZ 19,1. (1) pZ - 19,1 digerido com Eco RI,
(2) pZ 19,1 digerido com Pst 1, (3) p2 22,3 digerido com Eco RI e
~(4) pZ 22,3 digerido com Pst I. '
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observado no.gel que tanto o DNA gen8mico do Maya quanto o do
Adlay apresentaram uma unica banda de aproximadamente 50 Kb, o
que indica gque n#o houve quebras durante o processo de extragio.
A seguir, aliquotas contendo aprOxihadamente 10 pg de DNA
gendmico do Maya e do Adlay foram digeridas com as enzimas de

restrigdio Eco RI, Bam HI e Hind III. Apés a digestZo, os DNAs

foram submetidos a eletroforese em gel de 0,8% de agarose enm
| tamp#io TBE (Figura 13). Como pode ser visto na Figura 13, as
amostras de DNA gendmico digerido épresentaram um rastro no gel,
do qual se destacam bandas de maior ou menor intensidade e que
provavelmente representam sequéncias de DNA repetitivo. N&o foi
encontrado no gel nenhuma banda de DNA com tamanho alto, o éue
significa que a 'digest#io do DNA genbmico foi.satisfatéria. Os
DNAs do gel da Figura 13 e de um outro gel igual a ele foram
transferidos para membranas de nylon e utilizados para
’fhibridizacﬁes com o pZ 22,3 e o pZ 18,1. Apés as hibridizagdes,

os filtros foram expostos a filmes de raio-X.

Os filmes de raio-X foram revelados e os

| resultados das hibridiza¢des, gnalisados. Comd indica a Figura
14, vérios fragmentos de restrigiio do DNA do Maya e do Adlay
hibridizaram com a sonda pZ 22,3, independentemente da enzima de
restrigdo utilizada. O complexo padrfo de bandas obtido indica a
:existéncia de miltiplos genes no Maya e no Adlay, .que s¥o
homélogos a esta sonda. As bandas cuja hibridizagdo foi mais
intensa provavelmente contém mais de uma sequéncia similar & da
sonda. Na hibridizag8o com a sonda pZ 18,1 n#o foi constatado

nenhum tipo de homologia entre o DNA gen®mico do Adlay e a sonda.



Figﬁra 13 - Eletroforesé em gel de 0,8% de agarose dos DNAs
gendmicos de Zea mays L. var; Maya e do Coix laeryma-jobi L. var.
Adlay digeridos com ‘10 U de enzimé de restrig8o/mg de DNA
gendmico. (1) DNA gendmico do Maya digérido'com Eco ﬁI, (2) DRA
.—~gendmico do Adlay digerido com Eco RI, (3) DNA gendmico do Maya
'digerido com Bam HI, (4) DNA gendmico do Adlay digerido com -Banm
HI, (5) DNA gendmico do Maya digerido com Hind III e (6) DNA

gendmico do Adlay digerido com Hind III.
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-Figura 14 - Pﬁdrﬁo de hibridizag#io do DNA gendmico do Zea mays L.
var. Maya e do Coix lacryma-jobi L. var. Adlay com a sonda de
cDNA da zeina pZ 22,3. (1) DNA do Maya digerido com Eco RI, (2)
DNA do Adlay digerido com Eco RI, (3) DNA do Maya digerido com
Bam HI, (4) DNé do Adlay digerido com'Bam HI, (5) DNA do Maya

—~digerido com Hind III.e (6) DNA do Adiay digerido com Hind III.
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Contudo, vadrios fragmentos de restrigdo do Maya hibridizaram com
o ﬁZ 19,1 (Figura 15), indicando que miltiplos genes sao
hom6logos a esta sonda. A hibridizaciq do DNA do Maya com as
sondas pZ 22,3 e pZ 19,1 é predominahte com fragmentos entre 4,1
é 12,2 Kb, sendo que os .fragmentos de DNA de Hgya que
hibridizaram com o pZ 19,1 estdo aparentemente mais agrupados.
~ Baseando-se na alta intensidade destes fragmentos, pode-se
inférir que os genes que apresentaram homologia com o pZ 19,1

podem estar agrupados em um mesmo fragmento de DNA.

IV.3. AS PROTEINAS E Q DNA DE COIX,
MILHO E TEQOSINTE

IV.3.1. CARAQIERLZAQAQEQQMEABAQAQDAS
PROTEINAS DO ENDOSPERMA DE
TEQSINTE COM AS DE MILHO E

COIX

As proteinas do endosperma do Adlay e do Maya

forah comparadas com as do Coix lacryma-jobi L. var. Acre, com as

. da linhagem de milho 1038 e com as dos teosintes Zea mnays
"mexicana e Zea luxurians. Quando a F1 das diferentes materiais
foi submetida =a SDS-PAGE (Figura 16A), um padrdo de bandas
complexo foi observado. Os padrdes das F1 do Adlay e do Acre sio

quase gque exatamente iguais, com bandas de peso molecular



Figura 15 - Padriéo de hibridizacﬁo do DNA gentmico do Zea mays L.
var. Maya e do Coix lacryma-jobi L. var. Adlay com a sonda de
cDNA da zeina pZ 19,1. (1) DNA do Maya digerido com Eco RI, (2)
—DNA do Adlay digerido com Eco RI, (38) DNA do Maya digerido com
'Bam ‘HI, (4) DNA do Adlay digerido com Bam HI, (5) DNA do Maya
digerido com Hind III e (6) DNA do Adlay digerido com Hind III.
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Figura 16 - Andlise comparativa em SDS-PAGE das fragdes protéicas
de (1) Coix lacryma-jobi L. 'var. Acre, (2) Coix lacryma-jobi L.
var. Adlay, (3) Zea mays L. var. Haya; (4) Zea mays L. L1038, (5)
Zena mays mexicana e (8) Zea luxurians-. (A)AAnélise .da F1, (B)
—~Andlise da F2 e (C) Analise da F3. Os géis de SDS-PAGE foranm
-corados com 0,25% de Coomassie Brilliant Blue R 250  em

metanol/agua/dcido acético (5:5:1, v/v).
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aparente entre 110 e 9 kDa. O padr8o da F1 do Maya também é quase
que exatamente igual 8o da L1038 e apesar de umas poucas
fdiferencas, pode-se dizer que eles s8o praticamente iguais aos
padrdes das Fl1 dos teosintes, principalmente no que se refere as
bandas entre 65 e»Q kDa. Existenm algumas bandas do Adlay e do
‘Acre que apresentam peso polecular aparente similar a bandas
encontradas nos milhos e teosintes. Contudo, a quantidgde de
proteinsa nestas bandas é diferente. O padréio encontrado para a F3
dos diferentes materisis também é bastante complexo, sendo que de
maneira similar aoc que havia sido obsgrvado para Fl1, o padrd3o do-
Acre e do Adlay, assim como os dos milhos e teosintes, s#o
pratiéamente iguais. As bandas da F3 do Acre e do Adlay estéo
distribuidas entre 110 e 15 kDa e as dos milhos e teosintes,
entre 110 e 14,5 kD= (Figura ISC). Em contraste com a
heterogeneidade encontrada nos padr8es das Fl_ e F3, a F2
;subdividiu—se em poucas bandas, sendo quérmais uma vez o padréo
do Adlay e do Acre provarﬁm ser exatamente iguais, o mesmo
acontecendo para o padrfio de F2 dos milhos e teosintes (Figura
16B). Foram observadas nos padrdes de F2 da L1038 e dos teosintes
bandas de alto peso molecular similares 4as de 41 e 50 kDa
encontradas no Maya. A raz@o pela qual ndo foram observadas
bandas deialto peso molecular nos padrdes da F2 do Adlay e do
Acre‘é que a extragfo destas proteinas é baixa nestes materiais

quando 2% de 2-ME é utilizado no solvente de extragéso.

Duas réplicas do gel da Figura 16B foram
preparados e as proteinas foram transferidas para membranas de

nitrocelulose. Apés a transferéncia, as membranas foram
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submetidas a reagdes com os antisoros preparados contra as
classes C2 e C3 da coixina do Adlay. Como indica a Figura 17B, o
padr#do de reagdio da coixina do Acre com o antisoro contra C2 ¢é
exatamente igual ao do Adlay, sendo que somen@e as classes de
coixina C1 e C2 reagem com este ahtisoro. Ndo foi observado
nenhum tipo de reag#io entre o antisoro contra C2 e as prolaminas
‘do Maya, L1038, Zea mays mexicana e Zea luxurians. O antisoro
contra C3 reﬁgiu com a classe de prolamina C3 do Acre e do Adlay
e com a classe de prolamina Z1 do Maya, L1038, Zea mays mexicana
e Zea luxurians (Figura 17C)f O antisoro contra C3 reagiu também
com as proteinas de alto peso moleculsar do Adlay, Acre, Maya,

L1038; Zea mays mexicana e Zea luxurians (Figura 17C).

IV.3.2. ANALISE EM IEF DAS PROLAMINAS DE
= COIX, MILHO E TEQSINTE

A baixa heterogeneidade encontrada nos
padrdes de SDS-PAGE das prolaminas do Coix, milho e teosinte e a
similaridade encontrada entre o padriioc do Adlay e do Acre, assim
como as similaridades dds padrSes dos milhos e teosintes, fizeram
com que uma andlise detalhada das prolaminas de diferentes
materiais fosse realizada. Quando as prolaminas do milho, Coix e
teosinte foram submetidas a IEF em gel de agarose contendo
anf6litos de pH 5-8 + 3,5-9,5, um complexo padr¥o de bandas foi
observado para cada um dos materiais analisados. Ao contrario do
que foi observado no gel de SDS-PAGE, cada material apresentou

~uma combinagidio prépria de bandas nos seus padrdes de IEF.



Figura 17 - Anédlise comparativa das prolaminas do (1) Coix
lacryma-jobi L. var. Acre, (2) Coix lacryma-jobi L. var. Adlay,
(3) Zea mays L. var. Maya, (4) Zea néys L. L1038, (5) Zea mays
mexicana e (8) Zea luxurians. (A) Gel de SDS-PAGE das prolaminas
extraidas com 55% de isopropanol e 2% de 2-ME. 0 gel foi corado
com 0,25% de Coomassie Brilliant Blue R 250 em metanol/édgua/édcido
acético (5:5:1, v/v). (B) Analise imunblégica das prolaminas em
—uma réplica do gel da Figura 17A. As proteinas foram transferidas
para membrana de ﬁitrbéelulose e incubadas com o antisoro contra
C2. A membrana foi lavada e incubada com Proteina A ligada a
peroxidase por 1 hora. 0 complexo antigeno-anticorpo foi
visualizado pelsa coloraoﬁo resultante da reagdio da peroxidase.
(C) O mesmo que em (B), com a diferenga que o antisoro wutilizado

foi o contra a classe de coixina C3.
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Un total de 9 bandas principais foi observado
ﬁo padrio de IEF do Acre (Figura 18). Estas 9 bandas esté&o
distribuidas em uma faixa de pIl de 8,26 a 6,34. Como ja& havia
sido observado, existe um total de 7 bandas principais no Adlay
‘distribuidas em uma faixa de pI de 7,76 a 6,20. Apesar do padré&o
de IEF do Adlay e do Acrevserem diferentes, vérias bandas dos
dois materiais apresentaram os mesmos pls de 7,76, 7,82, 7,26,
8,91, 8,55 e 8,34. Algumas destas bandas, contudo, variam de
intensidade nos dois materiais,.sendo que a maior diferenga de
_intensidade foi observada para a banda de pl 6,91, gque parece ter
uma quantidade de proteina tré&s vezes superior no Acre. Quando a
banda de pI 8,91 do Acre foi submetida -a SDS-PAGE, ela revelou
ser . do tipo C2, sendo que a banda de mesmo pI do Adlay também &
do tipo C2, o Eue indica que além destas4bandas terem o mesmo pl,

_elas também pertencem-aovmésmo tipo de classe de peso molecular e
s#io provavelmente codificadas por genes similares. No caso do
Acre, o gene que codifica para a banda de pI 6,91 sofreu uma
duplicagiio ou simplesmente este gene se expressa mais no Acre do

que no Adlay.

No padrdo de IEF da linhagem de milho L1038
foi observado um total de 7 bandas principais (Figura 18). Estas
bandgs estfio distribuidas em uma faixa de pI de 7,26 a 35,56.
Quando o padr#io de IEF da L1038 foi comparado com o do Maya, que
tem um total de 8 bandas principais distribuidas em uma faixa de
pI de 7,33 a 5,56, constatou-se que no milho as bandas est#io mais
agrupadas que no Coix em determinadas faixas de pI. Assimv sendo,

depois de duas bandas de pIs mais bésicos de 7,26 e 7,12 na L1038



Figura 18 - Andlise em gel de focalizag8o isoelétrica das
prolaminas de (1) Zea luxurians, (2) Zea mays mexicana, (3) Zea
mays L. L1038, (4) Zea mays L. var. Maya, (5) Coix lacryma-jobi
L. var. Adlay f (6) Coix lacryma-jobi L..var. Ac;e. As prolaminas
_foram extraidas com isoprbpanol contendo 2% de 2-ME e épés o
processo de IEF foram coradas com 0,5% de Coomassie Brilliant

Blue R 250 em metanol/dgua/écido acético (2:7:1, v/v).
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e 7,33 e 7,26 no Maya serem encontfadas‘ a uma disténcia de
aproximadamente é5 mm do catodo do gel, foi jdentificado um
agrupamento de 4 bandas prinqipais entre 35 a 40 mm do catoedo. Os
pls de 3 das 4 bandas agrupadas s#o iguais no Maya e na L1038.
S#o eles: 6,55, 6,48 e 6,27. A banda que difere tem pI de 6,34 no
Maya e 6,41 na L1038¥ As bandas de pls mais 4cidos, 5,84 e 5,56,
no Mﬁya tahbém foram encontradas nsa L1038, com a difereng¢a que
nesta linhagem a banda de pI 5,84 6 uma banda de intensidade
nédia e, sendo assim, n8o faz parte das 7 que constituem o padrio

principal da L1038.

Existe uma certa similaridade entre os
padres de IEF encontrados no Maya e na L1038 e os encontrados
nos. teosintes. Esta similaridade é mais acentuada no teosinte Zea
mnays nexicana.oFoi enbontrado.no Zea nayé mexicana um total de 8
‘bandas principais. Aé 9' bandas prindipais de IEF do Zea mays
“mexicana estfio distribuidas na mesma faixa de pI de 7,26 a 5,586
em que estdo distribuidas as bandas da L1038 (Figura 18). O mesmo
agrupamento de 4 bandas encontrado.enﬁre 35 a 40 mm do catodo do
gel no ﬂaya e na L1038 também foi encontradoe no Zea mays
nexicana Destas quatro bandas, as de pl 6;48 e 6,27 também sdo
encontracas no Maya e na L1038; a de plI 6,41 tambeéem foi
encontrada na L1038 e a de pl 6,62 & tipica do Zea mays mexicana.
As duas bandas de pls mais dcidos, 5,84 e 5,56, encontradas no
Zea mays mexicana, e que haviam sido previamenté identificadas no
Maya e na L1038, também foram encontradas no teosinte Zea
luxurians. Entre os padrdes de IEF das prolaminas analisadas, ‘o

do Zea 1luxurians foi o que apresentou a maior complexidade
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(Figura 18). Foi identificado um total de 7 bandas principais

distribuidas na mesma faixa de pI, 7,26 a 5,56, das bandas

.principais da L1038 e Zea mays mexicana.

Como pode ser constatado; existem algumas
bandas de IEF que caracterizarﬁm o Maya, a L1038 e as variedades
de Coix e teosinte. Em. uma tentativa de se constatar qudo
representativas estas bandas s#o, outras linhagens de milho e
variedades de Coix e téosinte tiveram suas prolaminas submetidas
& IEF. Assim sendo, a zeina do Maya e da L1038 foi comparada com
a zeina das linhagens 126-3, 107-1 e 75-3. Ficou constatado que
além do Maya e da 11038, as outras linhagens de milho também
possuem um padrsioc de IEF tipico e heterogéneo (Figura 19). Entre
os padrdes de IEF dos milhos, a banda mais bésica de pl foi
encontrada na linhagem 107-1 a 18 mm do catodo do gél. Quanto &
_banda de pl mais 4cido, ela foi encontrada no padr8o de bandas
principais da linhagem 75-3 a 58 mm do catodo. Existem indicios
da presenga de bandas do mesmo pl no padré@oc de IEF dos outros
materiais, assim como de uma banda mais dcida encontrada a 63 mm
do catodo em praticamente todos os padrdes de IEF dos milhos.
Contudo, estas bandas fdfﬁm praticamente descartadas por serem de
intensidade fraca e pouco definidas, o que pode levar a
comportamentos ambiguos nos diferentes géis. Apesar de
diferentes, os padrdes de IEF dos milhos apresentaram certas
caracteristicas em comum. Entre estas caracteristicas estid o
grupo de 4 bandas entre 35 a 40 mm do catodc com pls entre 6,55 e

6,27 e a banda de pI 5,58 encontrada em todos os padrfes de IEF



Figura 19 - Comparagiio em IEF das prolaminas de Zea mays L. (1)
Zea mays L. var. Maya, (2) Zea mays L. linhagem 1038, (3) Zean
nais L. linhagem 126-5, (4) Zea mays L. linhagem 107-1 e (5) Zea
mays L. 1linhagem 75-3. As prolaminas foram extraidas com

isopropanol 55% contendo 2% de 2-ME. Apés o IEF, as proteinas

foram coradas com 0,5% dep Coomassie Brilliant Blue R 250 em

metanol/agua/dcido acétido (2:7:1, v/v).
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analisados. ﬁ importante salientar que a intensidade destas

bandas comuns varia nos diferentes materiais.

0O padr#@o de 1EF dos teosintes analisados

(Figura 20) demonstrou ser mais compiexb que o dos milhos, sendo
que a quantidade de bandas, incluindo as ﬁrincipais e as
secundirias, parece ser maior nos teosintes. A banda mais bésica
entre os teosintes foi encontrada & 13 mm do catodo no Zea mays
nexicana - Batan. Esta banda, apesar de ser de intensidade fraca,
é bem definida, o que n#o acontece com as bandas de pls mais
baixos encontradas a 87 mm do catodo, que como as aﬁcontradas a
83 mm do catodo no milho, s#o bandas fracas e difusas. A 62 mm‘do
catodo do gel foi encontrada uma banda bésica mais definida. A
intensidade dests banda & maior noé teosintes Zea mays mexicana -
Central Plateau,lZea.nays parviglumis - Balsas e Zea perennis. Os
4Wpadr6es de IEF dos teosintes apresentam certas similaridades aos
‘dos milhos. Por exemplo, a banda de pI 5,568 encontrada em todos
os padrdes de IEF dos milhos também foi encontrada em todos os

teosintes snalisados. 0 grupo de bandas distribuidos na faixa de

pl de 6,55 e 6,27, caracteristicas do milho, também foram

encontradas nos teosintes Zea iays mexicana - Chalco "Los Reys",

Zea na&s mexicana - Batan e Zea mays parviglumis - Balsas. Os

outros 3 teosintes também apresentam bandas nesta faixa de pl,
" mas o agrupamento de 4 bandas caracteristico do milho e dos

teosintes mencionados acima & menos evidente.

Un total de 5 variedades de Coix foi

analisado e comparado em IEF (Figura 21). Ao contrério do que foi



Figura ZQ,— Comparac8o em IEF das- prolaminas de teosintes. (1)
Zea luxurians, (2) Zea mays mexicana - Chalco "Los Reys", (3) Zea
mays mexicana - Batan, (4) Zga perennis, (5) Zea mays parviglumis
~ Balsas e (6) Zea mays mexicana -4Ceptral Plateau. As prolaminas
dos teosintes foram ektraidas com isopropanol 55% contendo 2% de
2-ME. Ap6s o IEF, as proteinas foram coradas cbm' 0,5 % de
“Coomassie Brilliant Blue R 250 em metanol/4gua/acido “acético

(2:7:1, v/v).
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Figura 21 - Comparagdo em IEF das prqlaminas de Coix. (1) Coix
lacryma-jobi L. var. Adlay, (2) Coix lacryma-jobi L. var. Acre,
(3) Coix lacryma-jobi L. var. Faxina, (4) Coix lacryma-jobi L.
var. Rqsério e (5) Coix lacryma-jobi L. var. Tailf@ndia. As
prblaminas dos Coix foram extraidas comrisopropanol 65% contendo
2% de 2-ME. Apés o IEF, as proteinas foram coradas com 0,5% de
QCoomassie Brilliant Blue R 250 em metﬁnol/égua/écido acético

(2:7:1, v/v).
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observado no milho e teosinte, néo éxisté nenhum agrupamento
aparente de bandas no Coix. Outra caracteristica das prolaminas
do Coix é a similaridade detectada entre os padrdes de IEF deste
material. Assim sendo, existe uma grande homologia entre o padrédo.
‘de IEF do Acre e o do Taildndia. Os padrdes de IEF do Faxina e do
Rosé:io sdo praticamente iguais, podendo ser distinguidos somente
por umas pﬁucas bandas de baixa intensidade. A maior parte das
bandas encontradas no padr8o de bandas principais do Adlay foram
identificadas nos outros materias. Estas bandas s#o0 as de pl
7,76, 7,82, 7,26, 6,91, 6,55 e 6,34. A banda de plI 6,91 tem a
-nesma intensidade no Acre e no Tailfindia, o que leva & suposigéo
de que se houve uma duplica¢io ou simplesmente um aumento da
expressf#io do gene que codifica para este'polipeptideo do Acre, o
nesﬁo deve ter ocorrido para o T&ilandia. Entre as bandas
encontradas nos padrdes de,IEF dos‘Coix, a de pl mais bésico foi
encontrada nos Coix Acfe e Tail&éndia a aproximadamente 13 mm do
catodo. A baﬁda mais #4cida ¢ uma banda de intensidade média
encontrada no padr&o de IEF do Adlay a 52 mm do catodo. Existem
indicios de bandas mais dcidas do'que esta no pgdrﬁo de IEF do
Adlay e gos outros Coix, mas a intensidade destas bandas é baixa,

o que as torna difusas.
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IV.3.3. COMPARACAO DOS FRAGMENTOQS DE
RESTRICAQ DO DNA GENOMICO DE
MILHO E TEQSINTE HIBRIDIZADOS
COM AS SONDAS DE ZEINA
pZ 22,3 E pZ 19,1

As andlises de eletroforese das prolaminas do
milho e teosinte revelaram que existe uma similaridade
considerdvel entre as proteinas destas gramineas. Com o intuito
de se determinar se a similaridade entre estas gramineas se
naﬁtiﬁha a nivel de DNA, aproximadamenté 10 ne do DNA gendmico do
Maya, da L1038 e dos teosintes Zea mays mexicana e Zea luxurians
foiam digeridos com as enzimas‘de restrigdo Eco RI e Bam HI. Os
_DNAs digeridos com Eco RI e Bam HI foram submetidos a
~eletroforese em géis separados ae 0,8% de agﬁrose (Figura 22 e
23). As bandas mais visiveis no rastro de DNA digerido das
Figuras 22 e 23 provavelmente representam sequéncias de DNA
repetitivo e, como pode ser constatado nestes géis, as digest3es
dos DNAs gendémicos foram satisfatdrias, j& que ndo héd indicios de
nenhuma banda de tamanho elevado. Os DNAs dos dois géis foram
transferidos para membranas de nylon e hibridizados com as sondas
de z;ina fornecidas pelo Dr. Brian A. Larkins e preparadas da
maneira descrita em IV.2.2. Apés a hibridizag¢8o com a sonda pZ
22,3 e exposigio das membranas a filme de raio-X, as membransas

foram lavadas, hibridizadas com a sonda pZ 19,1 e expostas a

filme de raio-X.



Figura 22 - Eletroforese eﬁ gel de 0,8% de agarose do DNA
geﬁamico de milho e teosinte digeridos com a enzima de restrigHo
Eco RI. (1) DNA ¢genomico do Zea mays L. var. Maya, (2) DNA
génﬁmico do Zea mays L. 1inhagém L1038) (3) DNA gendmico do Zea

nays mexicana e (4) DNA gendmico do Zea luxurians.



122

Eco Rl
1 2 3 4




Figﬁra 23 - Eletroforese em gel de 0,8% de agarose do DNA
genbmico de milho e teosinte digeridos com a enzima de restrigio
Bam HI. (1) DNA gendmico do Zea mays L. var. Maya, (2) DNA
gendmico do Zea mays L. linhagem L1038, (3) DNA genﬁﬁico do Zea

—mays mexicana e (4) DNA gendmico do Zea luxurians.
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Os filmes de raio-X foram revelados e os
resultados, analisados. Como pode ser visto nas Figuras 24, 25,
286 e 27, as sondas pZ 22,3 e pZ 19,1 hibridizaram com miltiplos
fragmentos de restrigio provenientes das digestdes dos DNAs
‘genﬁmicos com as enzimas Eco RI e Bam HI. O complexo padrdo de
bandas obtidas com' as hibridizag8es indicam a existéncia de
nﬁltiplos genes nos milhos e teosintes que sdo homdlogos as
sondas utilizadas. O padr3io de bandas obtido para cada uma das
hibridizagdes das sondas com os DNAs genbémicos digeridos com Eco

RI e Bam HI foi dnico para cada uma das gramineas analisadas.

~ Aproximadamente 8 fragmentos de restrigdo
hibridizaram com a sonda pZ 22,3 em cada uma das gramineas cujo
DNA gendmico foi digeriao cém Eco RI (Figura 24). Na hibridizagdo
destes mesmos DNAs digeridos com Eco RI com a soqda pZ 19,1 foram
_identificadas ;proximﬁdahente 7 bandas no padr#o de hibridizacﬁo'
.do Haya, 8 bandas na L1038; 7 bandas no Zea mays mexicana e B
bandas no Zea luxurians (Figura 25). Nas digestdes dos DNAs
genbmicos com Bam HI e hibridizag8io com a sonda pZ 22,3 foram
jdentificadas aproximadamente 10 bandas no Maya, 7 bandas n=a
L1038, 1" bandas no Zea mays mexicana e 9 bgndas no Zea luxurians
(Figura 28). Quando estes DNAs digeridos com Bam HI foram
hibridizados com a sonda pZ 19,1 foram identificadas

aproximadamente 9 bandas no Maya, 9 na L1038, 10 no Zea mays

mexicana e 14 no Zea luxurians (Figura_ 27).

As diferencas de intensidade das bandas que

hibridizaram resultam provavelmente de quantidades diferentes de
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Figura 24 - Os fragmentos de DNA genfmico de milho e teosinte,
obtidos através de digestdo com a enzima de restriglo Eco RI,
foram separados através de eletrofbrese, transferidos para
membrana de nylon e hibridizados com a éonda de zeina pZ 22,3.
(1).Pad:§o de hibridizag¢8o do DNA do Zea mays L. var. Maya, (2)
Padrdo de hibridizaéio do DNA'do Zea mays L. liﬁhagem 1038, (3)

Padr&io de hibridizag¢fio do DNA do Zea mays mexicana e (4) Padrso

'de hibridizag¢dio do Zea luxurians.
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Figura 25 - Os fragmentos de DNA gendmico do milho e

teosinte,

obtidos através de digestfio com a enzima de restrigdo Eco RI,

foram separados por eletroforese,

nylon e hibridizados c¢om a8 sonda pZ 18,1. (1)

hibridizacgo

hibridizagdo

hibridizagdo

hibridizagéo

do DNA do Zea mays L. var. Maya, (2)
do Zea mays L. 1linhagem 1038, (3)
do DNA do Zea mays mexicana e (4)

do Zea luxurians.
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Figura 26 - Os fragmentos de DNA genbmico de milho e teosinte,
obtidos através de digestZio com a enzima de restrigsio Bam HI,
foram separados por eletroforese, transferidos para membrana de
nylon e hibridizados com a sonda pZ 22,3: (1) Padr&o de
hibridiza¢fio do DNA ao Zea mays L. var. Maya, (2). Padrio de
hibridizagio do Zea mays L. linhagem 1038, (3) Padrdo de
fﬁhibridizacﬁo do DNA do Zea mays mexicana e (4) Padrdo de

hibridizagfio do DNA do Zea luxurians.
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Figura 27 - Os fragmentos de DNA gendmico de milho e teosinte,
obtidos através de digestay com a enzima de restriedo Bam HI,
foram separados através de eletroférese, transferidos para
membrana de nylon e hibridizados com a s&nda pZ 19,1. (1) Padrso
de Hibridizacao do DNA do Zea mays L.‘,var. Maya, (2) Padrido de
hibridizag&o do DNA‘do Zea_na&s L.blinhagem 1038, (3) Padrd#o de
”hibridiza¢§o do DKA do Zea mays mexicana e (4) Padrao de

'hibridizacﬁo do DNA do Zea luxurians.
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sequéncias homdlogas as sondas em cada banda. Assim sendo, as
bandas mais intensas provavelmente contém mais de um fragmento
‘homélogo 4s sondas e as bandas menos intensas provavelmente
representam cépias tidnicas. E importante salieptar que as
diferengas de intensidade obsérvadas podem também refletir
'simplesmente a habilidade dgs sondas de cDNA de hibridizarem. O
fato das bandas obtidas através da digestZo do DNA genbmico com
Bam HI apreséntarem uma menor intensidade de hibridizagdo do que
as bandas do DNA digerido com Eco RI pode indicar a existé&ncia de
sitios de Bam HI nos genes de prolaminas do Maya, L1038, Zea mays

mexicana e Zea luxurians.
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V- pIrscussiao

As sementes si#io a principal fonte de
proteinas na planta, podendo conter, dependendo do genétipo, de
10 a 50% de proteina (SHOTWELL e LARKINS, submetido para
publicag8o). 0 Coix lacryma-jobi L. é uma graminea aparentada ao
milho qué.contém aproximadamente 21% de proteina nol endosperma.
Aé éroteinas do endosperma do Adlay s#o compostas por albuminas e
" globulinas, F1; Qprolaminas,'FZ; e proteinas residuais, F3. As
prolaminas constituem a fragédo pfotéica principal do Adlay e
foram denominadas dé coixina. O fato da coixina; principal
_proteina de reserva do Adlay, ter apresentado um conteddo de
‘aminodcidos (Tabela 2) pobre do ponto de vista nutricional faz

com que as sementes do Adlay tenham um baixo valor nutritivo.

Ficou patente que a presenga de um agente
redutor é fundamental para extragéo da prolamina do Adlay, como
indicam os dados da Tabela 1. Mesmo na presenca de 20% do' agente
redutor 2-ME n8o é possivel se extrair toda a prolamina do 'Adlay
e el; permanece como uma contaminagfio na F3. Esta contaminagdo _é
’ﬁresumivelmente responsivel pela semelhanga na composigdo de
aminoédcidos da F2 e F3 (Tabela 2). A presenga de F2 como
contaminag8o na F3 também foi detectada quando as fragdes

protéicas do Adlay foram submetidas a SDS-PAGE (Figura 3). Uma
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situagdo anéioga’a esta foi observada éor LEE et al. (1876) para
a zeina do milho. LEE et al. (1978) sugeriram due a zeina gque
permaneceu como contaminagdioc pode estar presa na matriz de
glutelina ou agregada a moléculas de glutelinas através de

ligagoes disstlfetoi

Virios pesquisadores (DI FONZO et al., 1877;
GIANAZZA et al., 1878; PAULIS et al., 1978) que trabalharam com a
prolamina do milho, zeina, utilizaram O0,8% do agente redutor na
extracio da proteina. No caso do Adlay, esta porcentagem do
. agente redutof no solvente de extragZo n#o seria adequada para
anélises quantitativas das prolaminas. Ja as andlises
éualitativas nada sofregiam} pois como pode ser constatadoc no gel
da Figura 4A, mesmo na presenga de  0,7% de 2-ME todas as 5
classes de co{gina éio extraidas. Enduénto que a prolamina do
—~Adlay se subdividiu ém apenas 5 clésses de pesos molecﬁlares
. distintos nos- géis de SDS-PAGE, a F1 e F3 apresentaram um
complexo padrio de distribuicfo de bandas no gel de SDS-PAGE
(Figura 3). O mesmo padr3o complexo de F1 e F3 em SDS-PAGE foi
observado para as proteinas do milho (LEE eﬁ al., 1876; DI FONZO
et al., 977; WILSON et al., 1981). A razd@o desta complexidade
advém do fato destas fra¢des protéicas serem compostas por
misturas de proteinas, sendo que a Fl1 representa as enzimas e

pelo menos parte da F3 representa proteinas estruturais.

‘A F3 6 a fragfio mais dificil de se extrair e
cafacterizar. A raz8o que torna esta proteina dificil de se

extrair, como foi observado para o milho por WILSON et al.
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(1981), ¢ qué ela é relativamente insolivel em virtude da sua
locﬁlizacﬁo em membranas, corpisculos etc. ou devido a interag¢des
com outros polipeptideos. A F3 é dificil de se caracterizar, pois
sendo a Ultima frag¢fo extraida, ela'pode contef contaminagdo da
Fl1 e certamente, como foi observado no gel da Figura 3, ela
contém contaminagdo da F2. Varios aﬁtores (LEE et al., 1976;
SODEK e WILSON, 1871) utilizaram solu¢des de NaOH para extragéo
da glutelina do milho. Contudo, a wutilizsg¢8o de NaQOH  para
extragio da F3 parece ser inefiéiente e, além do mais, este
solvente torna dificil a caracterizag¢fo da proteina em gel de
SDS-PAGE. Como foi observado por FULLINGTON et al. (1980) para o
~trigo, aparéntemente tampdes contendo SDS e 2-ME  extraenm
virtualmente toda proteina da semente. Apéds vérios testes, quando
um tamp3o Tris-HCl .contendo SDS e 2-ME foi utilizado para
extragdo da F3 'do Adlay e das gramineas utilizadas neste
.:trabalho, resultados 'mais satisfatérios foram obtidos em

SDS-PAGE.

Os padrSes em SDS-PAGE das coixinas extraidas
na auééncia e na presenga de 2-ME sioA qualitativamente
diferentes, ja que a banda C3 ndo é extraida na auséncia de 2-ME
(Figurﬁ 4A). 0O comporﬁamento observado para a coixina C3 é
similar ao encontrado para o prolamina do milho de 28 kDa, também
'_citada na literatura como RSP (proteina solivel reduzida), que
como a C3 n#ioc é extraida na aus&ncia de 2-ME (VITALE et al.,
1882; ESEN, 1986). Além da C3, a presenga de 2-ME no " solvente
resulta na extragfio de proteinas de alto peso molecular, de

dificil visualizagfio nos géis de SDS-PAGE corados com Coomassie
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Brilliant Blue R 250 (Figura 4A). Estas proteinas de peso
molecular mais aito que os das prolaminas também foram observadas
no milho. VITALE et al. (1982) isolaram corpisculos protéicos da
linhagem de milho W64A e observaram que, além da g’—zeina, havia
proteinas de "50 e 58 kDa gque eram insoliveis em 4&dgua, mas
prontamente soliveis na presenga de agentes redutores. VITALE et
al. (1982).constataram que"estas proteinas est8o associadas aos
corptisculos protéicos das prolaminas do milho, o qQue
provavelmente pode ser inferido para as proteinas de alto peso
molecular encontradas no Adlay. Uma indicag¢#o de que as proteinas
.de alto peso molecular encontradas no Adlay devem ter algum tipo
de relascionamento com as prolaminas advém do fato dos antisoros
contra as classes de coixina C2 e C3 aprésentarem reagdo cruzada

com esta; proteinas (Figura 4B e 4C).'u 

o

Em SDS-PAGE, a F2 do Adlay subdividiu-se em
~apenas 3 classés (Figura 3) e a complexidade desta frag8o sé6 foi
revelada gquando as proteinas foram submetidas a analise
sequencial em IEF e SDS-PAGE. Em IEF, a F2 do Adlay subdividiu-se
em 7 clgsses principais (Figura B8), que quando submetidas a
SDS-PAGEf(Figura 7), revelaram um total de 17 polipeptideos. Com
base nos resultados da Figura 7A, é evidente que as classes de
coixina C1, C2, C3 e C5 s#Ho heterogéneas, jid que elas consistem
de véarias classes diferentes de IEF. Em contraste, a C4
apresentou somente uma classe em IEF. A resoluéﬁo minuciosa dos
polipeptideos de coixina em analises sequenciais de IEF e

SDS-PAGE pode ser ideal para obteng8o de anticorpos contra
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polipeptideos especificos, que podem ser utilizados em estudos de

homologia entre proteinas de cereais.

Os antisoros contra C2 e C3 também reagiram
com proteiﬁas de alto peso molecular encontrﬁdas.nos géis de
‘andlises sequenciais de IEF e SDS-PAGE das coixinas (Figura 7B e
7C). Experimentos envolvendb milho demonstraram gque o - antisoro
contra zeina de 28 kDa também reagiu com proteinas de alto peso
molecular (LUDEVID et al., 1985). De acordo coﬁ VITALE et al.
(1882), as proteinas de alto peso molecular encontradas no milho
tém composigdo de aminoécidbs difereﬁte das zeinas, o que pode
descartar a possibilidade das prbteinas de alto peso molecular
sereh agregados de zeina. Inferéncias similares podem ser feitas
para o' Adlay e, sendo aésim, a reagdo cruzada dos antisoros
contra as coixinas §om estas proteinéé é uma consequéncia da
;homologia que deve existir entre as coixinas e elas. Foi
observado também que‘o antisoro contra zeina de 28 kDa reconhece
uma das classes de zeina de baixo peso molecular (14 kDa)
(LUDEVID et al., 1985). Apesar da zeina de 28 kDa apresentar
certos aspectos em comum com a coixina C3, o antisoro contra
zeina de 28 kDa difere do antisoro contra C3, jd que ele n3o
reconhece nenhuma das classes de baixo peso molecular das

coixinas.

Como pode ser visto nas figuras 4B e 7B, as
classes de coixina Cl1 e C2 responderam ao antisoro contra C2.
Esta resposta da classe de coixina Cl1 ao antisoro contra C2 pode

indicar que as coixinas Cl e C2 tenham determinantes antigeénicos
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comuns. Contudo, é mais provavel que a proteina C1 tenha
contaminado o antisoro contra C2 devido & proximidade das bandas

Cl e C2 nos géis de SDS-PAGE.

As proteinas do endosperma do Adlay foram
comparadas com as 'do endosperma da variedade de milho Maya.
Apeéar do‘ Adlay ter aproximadamente 21% de proteina no
endosperma, enquanto gque o Maya tem 8,7%, a composic8o de
aminodcidos das fragdes protéicas dos dois materiais é bastante
similar. Tanto no Adlay quanto no Maya, as prolaminas constituem
" a principal fragdo protéiéa (Tabela 3), sendo que em ambos oS
materiais esta frag8o é rica nos aminodcidos alanina, leucins,
prolina e Acido glutﬁmico'.(Tabeia 4). 0 fato das prolaminas do
Ad;ay e do Maya serem ricas nesses quatro aminodcidos esta
condizeﬁte com os dados obtidos pdr putros pesquisadores(para o
“milho. MOSSE (1968), por exemplo, determinou que Acido glutfmico,
leucins, alanina e prolina juntos constituem 70% do total de
aminodcidos encontrados na zeina. LEE et al. (1978) determinaram
que nos corpisculos protéicos ‘de zeina estes aminodcidos
represen*am juntos 59,1% do total. PAULIS e WALL (1877)
determiﬁﬁram a composicgdo de aminodcidos do teosinte que, como o
Coix e o milho, pertence a tribo Andropogoneae e constataram que
écido glutémico, leucina, alanina e prolina também sdo oS
principais aminodcidos encontrados nas pfolaminas deste tipo de
graminea. Com base nestes dados, podefse inferir que a composigéo
de amii.odcidos das prolaminas do milho e das gramineas

aparentadas a ele & bastante similar.
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Como foi visto anteriormente, o Adlay tem 21%
de proteina no endosperma e o Maya, apenas 8,7%. PAULIS e WALL
(1977) determinaram que os teosintes té&m entre 18 a 29% de
proteina, o que também é bem mais do'que eles encontraram pars o
bhibrido do milho comercial SX52, cuja proteina total ¢é ~de -
aproximadamente 10,9%. Aparentemente, as espécies selvagens como
os teosintes e o Coix'possuem um maior teor de proteinas de
resérva que o milho. Isto pode . indicar que a quantidade de
proteina no milho tenha diminuido em fung@io da domesticagfio que
provavelménte relaxou a pressdo de selegdo em termos de

quantidade de proteina na semente.

- Em SDS-PAGE, os_complexos'padrﬁes da F1 do

Adlay e do Maya apfesentaram algumgs baqdas de mesmo peso
molecular (Figura 8). Somente pelo gel de SDS-PAGE ¢é dificil
“"gaber se .estas bandas representam o mesmo tipo de enzima presente
no Adlay e no Maya. Contudo, se este for o caso, a quantidade
destas enzimas varia nos dois materiais, como pode ser constatado
pela intensidade das bandas. Enquanto que a F1l e a F3 exibiram um
complexo padrsio de bandas em SDS-PAGE, a zeina do Maya, da mesma
maneira que havia aéontecido para a coixina do  Adlay,
subdividiu-se em apenas algumas classes de pesos moleculares

. distintos, sendo que o padr3ic da zeina extraida sem 2-ME &
-qualitativamente diferente do da zeina extraida em presenga dé
2-ME (Figura SA). Apesar da classe de zeina Z2 do Maya ter o
iesmo peso molecular aparente da classe de coixina C2 (25 kDa), o

antisoro contra C2 n#o reconheceu a classe Z2 nas anédlises

imunolédgicas.
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‘B analises sequenciais de IEF e SDS-PAGE, a
zeina do Maya demonstrou uma grande complexidade com certas
.bandas jndividuais de IEF, subdividindo-se em 2 ou 3 classes dé
pesos moleculares aparentes aiferentes no gel de SDS-PAGE (Figura
‘11A). As bandas de IEF de plIs 7,28, 6,55 e 6,34 encontradas no
Maya e no Adlay (Figura 10), quando submetidas a SDS-PAGE,
revelaram conter proteinas do tipo Z2 no Maya e C2 no Adlay, que
sio proteinas de mesmo peso molecular aparente. Apesar da
homologia em pl e peso molecular aparente, o antisoro contra C2
também n#o reconheceu estas béndas. Foi levantada a
possibilidade, por ESEN et al. (1987), de que certas mudan¢as na
confbrmaoﬁo da proteina podem ocorrer quando ela é desnaturada ou
ligada.a membrana de nitrocelulose, sendo gque estas mudangas
podem diminuir a afinidade ao anﬁicorpo. Com base nesta
-informagfio, pode-se especular que o antisoro contra C2 ndo
reconheceu a classe de zeina 22 porque n#oc havia nenhum tipo de
homologis entre esta zeina e a coixina C2 ou porque algum tipo de
modificagfo estrutural pode ter ocorrido na Z2 quando ela foi
desnaturada ou ligada s membrana, podendo. esta modificagio ter
interferido com o reconhecimento do antisoro. Inferéncias
similares podem ser feitas para 23, Z4, 25, Z6 e Z7 e o antisoro

contra C2.

Ao contrédrio do antisoro conﬁra C2, o
antisoro contra C3 reconheceu a classe de zeina Z1 (28 kDa) e
prdteinas de alto peso molecular do Maya (Figura SB e 11B). PRAT
et al. (1985) detectaram certa similaridade imunolégica -entre a

.zeina de 28 kDa e a de 15 kDa. PEDERSEN et al. (1986) compararam .
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a sequéncia de ngcleotideos dos genes que codificam zeina de 28
kDa e 15 kDa e identificaram duas regifes de hoﬁologia. Apesar
destas similaridades entre as duas classes de zeina, o antisoro
contra C3 reconheceu a zeina de 28 kDa e n#do reconheceu a zeina
de 15 kDa. PEDERSEN et al. (1986) mencionaram que apesar das
homologias existentes entre as zeinas de 28 kDa e 15 kDa, as
estruturas-destas proteinas s3o diferentes e esta diferenga pode
ser responsdvel pelo fato do antisoroc contra C3 reconhecer a

zeina de 28 kDa e n#o reconhecer a de 15 kDa.

Existem vdrias raz8es do ponto de vista
evolutivo para o aparecimento de familias multigénicas, sendo que
uma destas razles ¢é a necessidade de se acumular grandes
quantidades de um determinado produto em um periodo relativamente
curto do'deseqyolviménto (DEAN et alf;.1987). Por exemplo, as
-prolaminas do milho tém que ser sintefizadas em um periodo entre
12 a 50 dias - apés a polinizag8do no endosperma normal. Quando
clones individuais das classes de zeina Z2 e Z3 foram utilizados
como sonda em hibridizagSes com DNA gendmico de milho, midltiplos
fragmentos de restrigdo hibridizaram e, como a zeina ndo contém
introns,fbs resultados sugeriram que a zeina é codificada por
imimeros genes (MARKS e LARKINS, 1982). Resultados similares
foram obtidos para o Maya, onde védrios fragmentos de restrigéo do
DNA gendmico desta variedade de milho hibridizaram com as sondas
de zeina pZ 22,3 e.pZ 18,1 (Figura 14 e 15).‘Quanto aoc Adlay,
nﬁltiplos fragmentos de restrig¢do do DNA gendmico desta graminea'
apresentaram homologia com a sonda de zeina pZ 22,3, o que sugdere

que as coixinas s#io codificadas por viarios genes (Figura 14). £
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interessante notar, que apesar de niio ter sido detectado nenhum
tipo de homologié a nivel de proteina entre a classe de coixina
C2 e a de zeina Z2 nas anélises imunoldégicas, a sonda de zeina pZ
22,3 correspondente a classe de zeina Z2 reconheceu varios

‘fragmentos de restrig¢dio do DNA gen8mico do Adlay.

A compa:agﬁo em SDS-PAGE da F1 de Coix, milho
e teosinte (Figura 16) indicou uma similaridade bastante grande
entre os padrdes das variedades de Coix lacryma-jobi L. var.
Adlay e Acre, o mesmo acontecendﬁ para os padrdes da L1038, Maya,
Zea mays mexicana e Zea luxurians. Esta similaridade pode indicar
que as mesmas enzimas est8Ho presentes nas duas variedades de Coix
e que as enzimas presentes no milho também devem estar presentes
nos. teosintes. Os mesmoé tiéos de similaridades encontradas para
os padrdes de F1 do_Coix, milho e'teosinfe foram_observados psra
o8 padrdes da F2 e F3 déstas gramineas. Os padrdes de SDS-PAGE
~das fragdes prﬁtéicas do milho apresentaram uma maior homologisa

com os padrdes das fragdes protéicas dos teosintes do que com as

dos Coix.

| Além dos padrdes das prolaminﬁs do Adlay e do
Acre nos‘"géis de SDS-PAGE sefem idénticos, deve existir uma
homologia bastante grande entre as coixinas das duas variedades,
como‘foi determinado pelas andlises imunolégicas com o antisoro
contra C2 e o antisoro contra C3 (Figura 17B e 17C). Do mesmo
modo que havia ocorrido para o Haya,'o antisoro contra C2 nido

reconheceu nenhuma das classes de prolamina da L1038 e dos

teosintes (Figura 17B). O antisoro contra C3 apresentou reagédo
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cruzada com & prolamina Z1 dos milhos e dos teosintes (Figura
17C). Este antisoro apresentou também reag¢fo cruzada com
proteinas de 40,5 kDa encontradas nas variedades de Coix, nas
variedades de teosinte, no Maya e na L1038 e proteinas de 50 kDa
‘encontradas nos milhos e nos teosintes (Figura 17C). O fato do
antisoro contra C3 épresentar reagdo cruzada com a prolamina Z1
do H#ya, L1038 e dos teosintes pode ser o resultado, como foi
sugerido por DIERKS-VENTLING e COZENS (1982) para zeina, hordeina
e gliadina, destas prolaminas desempenharem fung¢des similares no
endosperma de milho, Coix e teosinte. DIERKS-VENTLING e COZENS
.(1982) sugeriram também para zeina, hordeina e gliadina que as
similaridades entre as proteinas pode ser um reflexo de evolugfo
convergente determinada'por-necessidades‘funcionais similares ou
evoiucio'divergente .dos mesmos genés_,ancestrais. Inferéncisas
similares &as de DIERKS—VENTLING e COZENS (1982) podem ser feitas

Wpara a prolamina Z1 dos milhos e teosintes e a prolamina C3 dos

Coix.

A homogeneidade encontrada nos padrdes de
SDS-PAGE\das prolaminas do Acre e do Adlay, assim como =&
encontra?a nos padrdes do Maya, L1038, Zea mays mexicana e Zea
luxurian., fez com que estas proteinas fossem submetidas a IEF
(Figura 18) e subsequentemente comparadas com os padrdes de IEF
das prolaminas de outras linhagens de milho e variedades de Coix
e teosintes (Figuras 19, 20 e 21). _Em IEF, cada linhagem e
variedade de milho‘é variedades de Coix e teosinte apresentaram
um padrﬁé préprio de bandas. Os padrdes de IEF das prolaminas dos

milhos apresentaram uma maior semelhanga aos padrdes de IEF dos
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teosintes do que aos dos Coix. De uma maneira geral, as

prolaminas de milho, Coix e teosinte demonstraram ser bastante

heterogéneas em IEF.

GREENE et‘ai. (1885) sugeriram que =
ﬁeterogeneidade dsas prolaﬁinas do trigo- refletiam a
heterogeneidade dos genes que codificam para estas proteinas.
Provavelmente, o mesmo pode ser dito para as prolaminas do Maya,
L1038, Zea mnays mexicana e Zea: luxurians, Jj& que os DNAs
gendmicos destes materiais apresentaram um complexo padrdo de
hibridiza¢§o com as sondas - de zeina pZ 22,3 e pZ 19,1 (Figuras
24, 25, 26 e 27). Esta heterogeneidade indica que familias
-multigénicas codificam para as classes de prolgminas Z2 e 23 do
Maya, L1038, Zea-nays_nexicana e Zea luxurians. WILSON e LARKINS
(1984) sugeriram que as familias multigénicas de zeina apareceram
_através da duplicagdo génica em um ancestral comum do milho e do
"teosinte. Com base nos dados de eletroforese, andlises
imunolégicas e hibridizag¢des com as sondas de zeina, pode-se

dizer que apesar da controvérsia existente sobre a origem do

milho, existe grande homologia entre ele e o teosinte.
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VI - CONCLUSOES

1. 0 Coix lacryma-jobi L. var. Adlay contém aproximad§mente 21%
de proteina no endospe;ma, o que ¢é mais que o dobro da pgoteina
encontrada no milho. As prolaminas s3o as proteinas encontradas
em maior quantidade no endosperma do Adlay. Elas s&o mais
eficientemente extraidas na presencﬁ de Z-ME, mas meémo na
preseng¢a de 20%Z do agente redutor elas n#o s3o totalmente
extrﬁidas e contaminam a F3. 0 Adlay pode ser considerado como
tendo ﬁm baixo valor.nutritivo, j4 que as prolaminas deste cereal

s8o pobres nos aminodcidos essenciais lisina e triptofano.

2. Entre as fracﬁés érotéicas encontradas no endosperma do Adlay,
a F3 é a mais dificil de se extrair, jd que ela é relativamente
jnsoltvel. A utilizag¢f#io de tamp3es contendo SDS e 2-ME tornam a
extragiio desta fragHo protéica mais eficaz. 0 mesmo se aplica

para a extragiio da F3 de milho e teosinte.

3. 0 complexo padrio de bandas observado para Fl e F3 do Adlay em
eletroforese em gel de SDS-PAGE indica que estas fragdes
protéicas s#io compostas, assim como ocorre no milho e teosinte,

por misturas de proteinas.
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4. Os padrdes de SDS-PAGE das prolaminas do Adlay extraidas na
preéenqa e auséncia de 2-ME s&o qualitativamente diferentes, Jja
que a classe de coixina C3, da mesma maneira que a zeina 21, ndo

é extraida na auséncia do agente redutor.

5. A presenga do agente redutor nol solvente de extrag8o das
coixinas resulta na extragfio de proteinas de peso molecular méis
alto que os das coixinas e que apresentam reagiio cruzada com os
antisoros contra as classes de icoixina do Adlay C2 e C3.
Proteinas de peso molecular mais alto que os das zeinas de milho
e teosinte extraidas quando o solvente de extragdo de prolaminas
contém 2-ME também apresentam res¢io cruzada com o antisoro

contra C3.

6. O antisoro contra a classe de coixina C2 n#o apresenta reagéo
‘cruzada com prolaminas de milho e teosinte. J4 o antisoro contra
C3 apresenta reagfo cruzada com Z1 de milho e teosinte, indicando

que deve existir algum tipo de homologia entre C3 e Z1.

7. As prolaminas de Coi;, milho e teosinte n#o sio adequadamente
analisadas quando submetidas éomente a eletroforese em'gel de
SDS-PAGE. Para que a complexidade da proteina seja revelada &
_ necessério que ela seja submetida a focalizag8o isoelétrica e

- 2-D.
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8. Miltiplos fragmentos de restrig¢fio do DNA genémico do Adlay
hibfidizam com a8 sonda de cDNA de zeina pZ 22,3, o que sugere que

as coixinas s#o codificadas por miltiplos genes.

8. Um complexo padriio de hibridizag8o foi »observado entre
fragmentos de restrig&o do DNA gen&miéo do Maya, L1038, Zea mays
mexicana, Zea luxurians e as sondas de cDNA de zeina pZ 19,1 e pZ
22,3. Isto indica que familias multigénicas codificam as classes

de_prolamina Z2 e 13 dos milhos e teosintes.

10. Conm base nos resultados de eletroforese, analises .
imunolégicas e hibridizag¢des de DNA com sondas de cDNA da =zeins,
pode-se dizer que o milho apresenta maior homologia com teosinte

do que com Coix. ~ _ -
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VII - SUMARIO

As prpteinas da semente do Coix lac:yna—jobi
L. var. Adlay foram extraidas e caracterizadas. O endosperma do
Adlay contém aproximadﬁmente 21% de proteina. A principal fragéo
protéica do endosperma do Adlay é uma prolamina denominada
coixina, cuja porcentagem varia de 10,8% a 77,8%, dépendendo dsa

concentragio de 2-ME utilizado no solvente de extragio.

As andlises de aminodcidos revelaram que as
albuminas e globulinas (F1) do‘ endosperma do Adlay &80 ricas enm
dcido glutfimico, 4&cido aspartico, glicina e alanina. As
‘prolaminas (F2) s#o ricas em &cido glutﬁmico, alanina, leucina e
prolina. As prolaminas n#o ‘sio completamente extraidas, mesmo
quando 20% de 2-ME é utilizado no solvente de extragdo, e
permanecem como uma contaminagfio das proteinas residuais (F3), o
que faz com que a composig8o de aminodcidos da F3 seja similar &

da F2.

Anidlise das fragdes protéicas do Adlay
através de' eletroforese em SDS-PAGE demonstrou que a Fl e F3
possuem um padrio bastante complexo de bandas, enquanto que a F2
se subdividiu em apensas cinco bandas de pesos moleculares
distintos. Estas cinco bandas foram denominadas de C1, C2, C3, C4

e C5. Anticorpos policlonais foram produzidos contra as bandas de
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coixina C2 e C3. Os anticorpos contra C2 reagiram com a banda C2
e apresentaram éeaqﬁo cruzada com proteinas de peso molecular
mais elevado que o das coixinas e que sé foram extraidas quando
20% de 2-ME foram utilizados no solvente de extrag8o. Anticorpos
.contra C3 reconheceram a banda C3 e aéresentaram reagio cruzada
com uma proteina de.40,5 kDa extraida quando 2-ME era utilizado

no solvente de extragédo.

A andlise das coixinas em focalizagdo

isoelétrica (IEF) revelou a preéenca de sete bandas principais.

_Quando as bandas individuais de IEF foram submetidas a SDS-PAGE,
subdividiram-se em ﬁais de uma classe de peso molecunlar distinto.

As bandas de pI 7,28, 86,91, 6,55, 6,34 e 6,20 apresentaram reac#o

com ambos os antisoros.

o - . As proteinas dq endosperma do Adla& foram
" comparadas com as'do Zea mays L. var. Maya. Foi constatado qué o
'Haya possui umjtotal de 8,7% de proteina no endosperma, sendo que
51,7% desta proteina s@o representados por prolaminas que, no
caso do milho, sZo denominadas de zeina. A andlise de aminodcidos
da F1, F* e F3 do Maya revelou gque existe uma similaridade na

composicio de aminodcidos das frag¢Ses protéicas do Maya e do

Adlay.

Quando submetidas a SDS-PAGE, a Fl1l e F3 do
Maya apresentaram um complexo padr#o de bandas, sendo que algumas
das bandas tinham 6 mesmo peso molecular de bandas encontradas
nos padrées de F1 e F3 do Adlay. A F2 do Maya, do mesmo modo que

a F2 do Adlay, apresentou uma baixa heterogeneidade em SDS-PAGE.
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As sete bandés encontradas no padrdio de SDS-PAGE do Maya foram
denominadas de Z1, Z2, Z3, 24, 15, 26 e 27. As prolaminas do Maya.
n#o apresentaram reagfo cruzada com o antisoro contra a classe de
coixina C2. Contudo, o antisoro contra C3 apresentou reago-
cruzada com Z1 e com proteinas de 40,5 e 50 kDa extraidas.. na

presenga de 2-ME.

Em IEF, a zeina do Maya apresentou oito
bandas principais que, quando foram submetidas a SDS-PAGE,
revelaram ser principalmente do tipo Z2 e/ou 23. Apesar da
dificil 6isualiza¢§o no gel de SDS-PAGE, bandas do‘ tipo Z1 se
encontram nos mesmos pls das bandas 22 e 23, como foi detectado

- através de anadlise imunoldgica com o antisoro contra C3.

..Os DNAs genﬁmicos‘do Adlay e do Maya foram
digeridoé com as enzimas de restrigfio Eco RI, Bam HI e Hind III e
rfsubmetidos a hibridizag¢Ses com as sondas de cDNA da zeina pZ 22,3
e pZ 19,1. Enquanto que o DNA do Maya apresentou homologia com
ambas as sondas de zeina, o DNA do Adlay sé apresentou homologia

com a sonda pZ 22,3.

As: proteinas do endosperma do Coix
lacrynﬁ-jobi var. Acre, da linhagem de milho L1038 e dos
teosintes Zea mays mexicana e Zea luxurians foram comparadas com
" as do Adlay e do Maya. Ficou constatado que os padrdes de
SDS-PAGE da Fl, F2 e F3 do Adlay e do Acre si@o praticamente
jguais. Os padr8es de SDS-PAGE da F1, F2 e F3 dos milhos e
teosintes também s&o praticamente iguais. Quando submetida a

rea¢gBes imunolégicas, a F2 do Acre apresentou reagdo cruzada com
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os antisoros contra as classes de coixina C2 e €3 do Adlay. Da
mesma forma que havia sido observado para F2 do Maya, as F2 da
L1038, Zea mays mexicana e Zea luxurians n#o apresentaram reagédo
cruzada com o antisoro contra a classe de coixina C2 do Adlay,

mas apresentaram reagfio cruzada com o antisoro contra C3.

A homogeneidade encontrada nos padrﬁes de
SDS-PAGE da F2 do Adlay e do Acre e da F2 do Maya, L1038, Zea
mays mexicana e Zea lukurians fez com que estas proteinas fossem
submetidas a focalizag8o isoelétrica e, subsequentemente,
comparadas com os padrdes de IEF de prolaminas de outras
linhagens de milho e variedades de Coix e teosinte, onde se
observou um padr8io individual de bandas para cada um dos

materiais analisados.

Os DNAs genbmicos do Zea mays mexicana, Zea
ﬂluxurians, L1038 e AMaya foram digeridos com as enzimas de
restrigdo Eco RI e Bam HI e submetidos a hibridiza¢des com as
sondas pZ 22,3 e pZ 19,1. Foi constatado que existe homologia

entre os DNAs dos milhos e teosintes e ambas as sondas de cDNA da

zeina.
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VIIT - SUMHARYX

The seed proteins of Coix lacryma-jobi L.
var. Adlay were extracted ‘and characterized. The endosperm of
Adlay contains ca. 21% of proteins. The major protein fraction of
the endosperm of Adlay is a prolﬁmin, known as coixin. The amount

~of coixin extracted ranges from 10.8% to 77.8%, depending upon

the concentration of 2—mercaptoethanol.in the extraction solvent.

Amino acid anﬁlysis revealed that the
albumins and globulins (F1) from Adlay endosperm are rich in
glutamic acid,.aspartic acid, glycine and alanine. The prolamins

" (F2) are rich 1in glutamic acid, =alanine, leucine, and proline.
‘The prolaminslgre not completely extracted, even when 20% of the
2-ME is used in the extraction solvent. They remain as a
contamination of residual proteins (F3). Because of the
incomple*e extraction of coixin, the amino acid content of F3

proteins'is similar to that of F2.

SDS-PAGE analysis of Adlay protein fractions
showed that F1 and F3 have a complex pattern of bands, while F2
has only five bands. Those five bands were denominated C1, C2,
C3, C4, gnd CS. Polfclonal antibodies were raised against the C2
and C3 pfotein bands. The C2 antibodies recognized the C2 band

and cross-reacted with proteins of higher molecular weight that
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were extracted only when 20% of 2-ME were used in the extraction
solvent. The C3 antibodies recognized the C3 band and
cross-reacted with a 40.5 kDa protein, extracted when 2-ME was

included in the extraction solvent.

Isoelectric focusing (IEF) analysis of coixin
revealed the presence of seven major bands. When individual IEF
bands were submitted to SDS-PAGE, they subdivided into more than
one molecular weight §1ass. The IEF bands with plI 7.26, 6.91,
.6.55, 6.34, and 6.20 reacted with both antibodies.

The endosperm proteins of Adlay were compared
with,£hose of Zea mays L. var. Maya. It was observed that Maya
has 8.7% of protein in the endosperm. Aproximately 51.7% of that
prﬁtein are prolamins, which afe called zein in corn. Amino acid
_analysis of Maya F1, F2, and F3 showed thgt there is a similarity
'between the amino acid composition of the protein fractions of

Maya and Adlay.

When submitted to SDS-PAGE, the F1 and F3 of
Maya gave a complex band pattern. Some of the bands observed in
the F1 and F3 of Maya had the same molecular weight of bands
found in the F1 and F3 of Adlay. Like the F2 of Adlay, the F2 of
Maya showed 1low heterogeneity in SDS-PAGE. The seven bands
observed in Maya F2 SDS-PAGE pattern were named Z1, 22, Z3, 24,
25, 26, and 27. No cross-reaction was observed between the
prolamins of Maya and C2 antibody. However, a cross-reaction was

observed between C3 antibody and Z1. Proteins extracted in the
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presence of 2-ME with 40.5 and 50 kDa also cross-reacted with C3

antibodies.

A total of eight major bands were observed
for Maya in IEF. When submitted to SDS-PAGE, those bands revealed
to be mostly Z2 and Z3. Bands 21 were detected in SDS-PAGE with

C3 antibody in the same pl of Z2 and Z3 bands.

The genomic DNAs of Adlay and Maya were
digested with the restriction enzymes Eco RI, Bam HI, and Hind
IITI and éﬁbmitted to hybridizations with zein cDNA pfobes pZ 22;3
and'pZ 19.1. While the DNA of Maya showed homology with both

" probes, the DNA of Adlay showed homology only with pZ 22.83.

,The endosperm_prﬁtgins-qf Coix lacryma-jobi
var. Acré, corn inbred line 1038, and of the teosintes Zea mays
;inexicana and Zea luxurians were compared with the ones of Adlay
and Maya. It was observed that the SDS-PAGE patterns of the 'Fl,
F2, and F3 of Adlay and Acre were practically the same. The
SDS-PAGE patterns of the F1, F2, and F3 of the corn and teosintes
were also practically the same. When submitted to immunoloéical
reactions, a cross—reacfion was observed between Acre FZQand c2
and C3 antibodies. As it was found for Maya F2, no cross-reaction
_ was observed for L1038, Zea mays mexicana, and Zea luxurians EZ
~and C2 antibody. However, a cross-reaction was observed for the

F2 of those materials and C3 antibody.

The lack of heterogeneity observed for the

SDS-PAGE pattern of the F2 of Adlay and Acre and the F2 of Maya,
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L1038, Zea mays mexicana, ﬁnd Zea luxurians was the reason why
those proteins were submitted to isoelectric focusing and after
that were compared with the IEF pattern of the prolamins of other
corn inbred lines and Coix and . teosinte varieties. Those
comparisons showed an individual pattern for weach material

analysed.

Thé genomic DNA of Zea mays mexicana, Zea
luxﬁrians, L1038, and Maya were Qigested with the restriction
enzymes Eco RI and Bam HI and submitted to hibridization with pZ
22.3 and pZ 19.1. It was observed that there is a homology

between the DNAs of corn and teosinte and both probes.
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