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INTRODUCAOD

O grdo dos cereais durante a maturacio acumula
reservas que serao utilizadas na fase inicial do crescinen
to da plantula. Nesta fase, a plantula depende totalmente
destas reservas para sua nutrig&o pois a germinagéo de ce-
reais & hipdgea e a planta sd se tornard autotrdfica apds
o desenvolvimento da lamina da primeira folha. Assim as
reservas, principalmente do endosperma, sao as Gnicas fon-
tes de energia e nutricao durante a fase do estabelecimen-
to da plantula. Nas gramineas, o inico cotilédone, repre-
sentado pelo escutelo, & um Orgao especializado na absor -
¢a0 e metabolismo dos varios produtos da degradagao enzima
tica da reserva do endosperma e na transferéncia destes pa
ra o eixo embrionario.

Apds a reativaga@o das atividades metabdlicas
da semente, que ocorre com a hidratacdo dos tecidos duran-

te a embebigao, varias enzimas hidroliticas sdo ativadas ,

liberadas ou sintetizadas e estas serao responsaveis pela

degradacao das reservas. O controle deste processo foi bem
estudado em. cereais, principalmente em cevada, por causa de
sua importancia econdmica na produgido de malte para fabri -
cagao de cerveja. Nesta espécie foi estabelecido que as
giberelinas, hormdnios provenientes do embriao durante a
germinagao, agem como reguladoras da degradacioc, através da
sintese, ativagdo e liberacdo de hidrolases da aleurona, ca

mada de células vivas que circunda o endosperma. Mais re-



centemente, outras pesquisas neste campo, feitas com dife~
rentes cereais, mostraram que este modelo nao pode ser gene
ralizado. Assim, em alguns deles, como aveia, o embriao
nao & absolutamente necessdrio para a degradacdo das reser-
vas, enquanto gue em outros, comoc o trigo, parece que ou-~-
tros hormdnios, como as citocininas, estao também envolvi -
dos. No caso de milho a regulacao da hidrdlise das reser -
vas foi investigada por diversos pesquisadores, mas resulta
dos conflitantes aparecem na literatura.

O alto contetudo de reservas do grao de milho con—
fere~lhe uma grande importincia nutridional e econOmica,semn
do considerado mundialmente o terceiro cereal apds o trigo
e o arroé (Glover, 1976; Bressani, Urrutia e Elias, 1976).
Estas reservas, embora constituindo importantes fontes de
energia pelo seu alto conteldo de carboidrates, apresentam
um baixo contetdo proteico em relacao as legumincsas e uma
deficiéncia em certos aminodcidos essenciais. Assim, a in-
trodugao do gene recessivo mutante oOpaco-2, que aumenta O
nivel de amino&cidos essenciais podendo também ds vezes au-
mentar o conteddo proteico total, foi um passo  importante
no melhoramento desta espécie. Entretanto, o efeito desta
mudanga radical na composicao das reservas da semente sobre
o] creécimenﬁo inicial da propria plé@ntula nao foi bem estu=-
dado. Desta forma, dentro dos cereais, os mutantes de mi-
lho medificados, opaco-2 (op~2) comparados com planﬁés nor-
mais sac materiais de especial interesse para o estudo tan-
to da utilizagao das reservas durante o crescimento inicial

como do contrcole hormonal da degradacdo destas.



I - RESERVAS

As reservas de cereais incluem carboidratos,pro
telnas, lipidios, fosfato orgdnico e varios outros componen
tes inbrgénicos necessarios para o crescimento do eixo em-
brionario. Em geral, os carboidratos constituem a maior
porcentagem destas reservas sendo que as proteinas e lipi-
dios representam cerca de 10 e 2% respectivamente (Bewlay e
Black, 1978). Desta forma, os cereais s3o alimentos menos
completos gque as leguminosas como a lentilha, a ervilha e o
feijao, cujo conteldo proteico pode representar 40% do peso
da semente. Em arroz por exemplo, a proteina pode consti-
tuir somente 5% das reservas (Juliano, Ignacia, Panganiban
e Perez, 1968) e mesmo em milho, o conteldo proteico que
- normalmente representa cerca de 10% da reserva pode dimi~-
nuir consideravelmente dependendo das condigoes regionais de

cultura (Urrutia, Garcia, Bressani e Mata, 1976).

A distribuicao das reservas dentro do grdo & va
ridvel (Sodek e Wilson, 1973). Em milho, embora o embrido
(eixo e escutelo) represente somente 11% do peso seco da
semente, seu contelido proteico e lipidico & alto quaﬁdo com
parado com ¢ do endosperma que & principalmente congtitul-
do por carboidratos, apresentando também pequenas gquantida-
des de lipidios e proteinas na parede de aleurona (Sodek,

1673).



1) proteinas

As reservas proteicas dos graos de cereais fo-

ram originalmente caracterizadas por Osborne (1895), utili-
zando suas propriedades diferenciais de solubilidade. Ele
descreveu quatro categorias de proteinas que podem ser ex-
traidas sequencialmente em dgua (albuminas), soluctes sali-
nas (globulinas), alcool {(prolaminas) e solugdes &cidas ou
alcalinas (glutelinas). As albuminas e globulinas consti -
tuem principalmente as enzimas do grao e sio mais abundan -
tes no embxiao (eixo e escutelo), enquanto que as prolami-
nas e glutelinas sao geralmente as proteinas de reserva e
estruturais do endosperma (Mertz, Lloyd e Bressani, 1958 ;
Paulis e Wall, 1969%). Quatro tipos de globulinas, alfa ,
beta, gama e delta, foram identificadas em cevada. A gama-
globulina s0 ocorre no embrifo enquanto que as formas alfa-
e beta-globulinas s0 no endosperma (Munck, 1972). As prola
minas receberam esta denominacgao devido ac alto contefido do
aminodcido prolina e das amidas: glutamina e asparagina .

Devido a alta proporgao de aminoacidos hidrofdbicos € o bai

x0 conteddo de aminoicidos idnicos as moldeculas das prolami
nas sao apolares e soliiveis em dlcool, solvente normalmente
utilizado para precipitar proteinas., Estas proteinas sio
restritas, no reino vegetal ao gri3c de cereais e assim fo-
ram denominadas, dependendo da espécie, hordeinas em‘meva -
da, kafirinas em sorgo, gliadinas em trigo e zeinas em mi-
lho,

O baixo valor nutritivo das proteinas dos grios

de cereais & atribuido & composig¢do - das prolaminas, que



possuem um baixo teor de aminoacidos essenciais, particular
mente lisina. Entre cereais hd variagles na composicdo des
ta fragdo. Assim, os graos de milho e de sorgo sdo menos
completos em termos nutricionais gue os de cevada e trigo .
A zeina de milho, por exemplo, tem um conteiido de aminoici-
dos especialmente baixo em lisina e triptofano comparado cam
a hordeina de cevada. Por esta razdo, a descoberta, dos ge
nes opaco~2 (op-2) e floury-2 (f1-2), §ue diminuem a sinte~
se de zeina durante o desenvolvimento do grao de milho, foi
de grande importancia no melhoramento genético desta espé -
cie (Mertz, Bates e Nelson, 1964; Nelson, Mertz e Bates ;
1965; Misra, Jambunathan, Mertz, Glover, Barbosa e McWhir -
ter, 1972). Em variedades com os genes op-2 ou fl~2'o$ ni-
veis de lisina, arginina e histidina sio aumentados em rela
¢do as variedades normais, enquanto que os niveis de serina,
glutamina, prolina, alanina, isoleucina, leucina, tirosina

e fenilalanina sao diminuidos (Munck, 1972). Assim em mi-
lho, a variedade op-2 tem 3,6% do total de aminoidcidos scb

a forma de lisina, enquanto que a normal tem apenas 1,7% .

Em experimentos de nutricao, foi notado que os mutantes de
milho op-2 prbmovem um aumento no peso dos organismos ali -
mentados com eles, devido ao balango melhorado dos amino&ci
dos em rela¢ac ao milho normal (Bressani, Alvarado e Viten,
1970). As diferengas entre os mutantes op-2 e fl1-2 sdo pe-
quenas, mas o f£l-2 possui niveis mais altos de metionina e
dcido aspartico, enqguanto que o op-2 & mais rico em lisina,

histidina e arginina.

Os grdos da variedade op—-2 comparados com oS




normais sac menores e mais leves, com um contefido de dgua
maior, o endosperma € farinhento, opaco e quebradico (Ale -
xander, Lambert e Dudley, 1969).

O gene op-2 nao exerce seus efeitos diretamen-
te através de alteracgGes na composicdo dos aminodcidos da
zeina, mas sim mudandc a proporc¢ao de cada fragdo proteica,
diminuindo a zeina, mas simultaneamente aumentando ligeira-
mente as outras fragaes gue sdo mais balanceadas em termos
nutricionais. Em estudos mais recentes e detalhados des-
tas fragaes, mais etapas foram introduzidas ao método de
fracionamento original de Osborne, desde gue foi observado
contaminacdo entre elas. Assim, Dimler (1966) verificou
que as glutelinas extraidas segundo Osborne eram contamina—
das com um componente das zeinas, sendo esta contaminacao
menor na variedade op-2 onde a zeina é radicalmente reduzi-
da. Desde entao, varios sistemas de fracionamento foram
testados com o intuito de eliminar a contaminacao e obter
fragOes mais homogéneas (Nagy, Weidl.e Hixon, 1941; Mossé,
Baudet, Landry e Moureaux, 1966; Paulis, James e Wall,1969)
Atvalmente, o melhor esquema para o fracj:onamento sequenci=
al de proteinas de milho € o baseado no método de Moureaux
e Landry (1968) que reconhece trés tipos de glutelinas Gi1,
G2 e G3 (vide Material e Métodos - Tabela 1). Estes auto -
res verificaram que na presenca de 2-mercaptoetanocl uma no-
va fragao proteica, semelhante a prolamina, com baixos ni-
veis de lisina, era extraida em alcool. Esta fracdo, deno-
minada pelos autores de glutelina-1l € provavelmente a parte

da zeina responsavel pela contamina¢do da glutelina de Os-




borne. Assim, Sodek e Wilson (1971) distinguiram zeina-l e
Zeina~2, a segunda sendo uma prolam;na muito semelhante &
primeira mas com a composicao alterada, apresentando niveis
mais altos de metionina e glicinaoe mais baixos de leucina
e acido aspartico. Parece que a maior parte da reducdo da
zeina provocada pelo gene op-2 & atribuida & diminuicdo da
Zeina~-1l qgue, em milho hibrido normal, constitui cerca de
40% da reserva proteica e passa a aproximadamente 20% no
op-2. Em certas linhagens esta diminuigdo & muito maior
(Sodek e Wilson, 1971).

Foi mostrado, nos estudoé de Sodek e Wilson
(1971) que os aminodcidos livres presentes na reserva sdo im
portante fonte de nitrogénio no milho op-2, onde represen -
tam 10 a 20% do nitrogénic total, ao contrario do milhé
normal cuja porcentagem € de apenas 3 a 5%. Estes autores
também verificaram que aminocacidos que +&m uma via biossin-
tética longa, como a histidina, valina, leucina, fenilalani
na e tirosina, estavam presentes em menores quantidades que

os relacionados ao metabolismo de carboidratos (glutamina e
aspargina) que representam 55% do total., O alto nivel de a
minoacidos livres encontrado no milho op-2 poderia ser a -
tribuido & redugdo da demanda durante a maturacdo do  grao
proporcionada peia diminuigdo da sintese da zeina; este fa-
to também poderia explicar o estimulo da sintese das albumi
nas e globulinas. )

Estas diferengas significantes na composicido das
reservas proteicas do endosperma do grao seco estimularam

pesquisas durante a maturacao da espiga. Assim, Sodek e

Wilson (1970} mostraram gue o milho normal pode converter 11




sina em &cido glutdmico e prolina, enguanto que o op-2 s&
pode fazer isto nas Gltimas etapas do desenvolvimento.
| Foi verificado que ha uma atividade muito maior
de ribonucleases em milho op-2 gque no normal (Dalby e
Davies, 1967; Wilson e Alexander, 1967). Assim, bpalby e
Cagampang (1970) consideraram o gene op-2 como regulador |,
controlando a produgdo de WRNAs esPecificoé para a sinte-
se de zeina, atraves do aumento na atividade das ribonuclea
ses., Outros autores, sugerem que o gene op-2 afeta o meta-
bolismo basico da planta mas a expressio deste gene & mais
manifestada no endosperma. Assim, foi verificado que em fo
lhas jovens de plantas op-2 o nivel de acidos carboxilicos
(malato, citrato, succinato e aspartatc) € menoxr que nas de
plantas normais, como tambem o nivel de aminoiacidos relacio
nados com o ciclo dos acidos tricarboxilicos (treonina, ala
nina e glutamato) (Munck, 1972).
Durante a maturacao dos cereais, as prolami -
nas sao armazenadas em estruturas granulares, 0Os corpos de

proteinas. Em trigo estes aparecem ao microscdpio eletrani

co, embebidos numa matriz proteica constitulda de glutelina
(Duvick, 1961; Paulis e wall, 1971). Durante a maturagio ,
prolaminas podem vazar dos corpos proteicos e se misturam

na matriz, dificultando assim a separacdo destas fracdes.Em
milho e arroz, os corpos proteicos podem ser visualizados ao
microscopio Optico apesar de serem menores que Os de”trigo,
gue estao completamente imersos na matriz proteica. Entre-
tanto, no milho op-2 os corpos de proteina sdo menores (0,1
um de didmetro) e em menor quantidade que no normal e gd

podem ser visualizados ao microscdpio eletrdnico (Wolf ,




Khoo e Seckinger, 1967; 1969). Em trigo, grdnulos de pro =
teina isolados por uma membrana aparecem, uma semana apdOs a
fertilizagao e permanecem associados aos dictiossomas (But-
trose, 1963). Estes corpos proteicos‘foram originalmente de
nominados corpos de aleurona, por serem especialmente abun-
dantes nesta camada de células, Nelson (1970) sugeriu que

o contetdo proteico do milho, poderia ser aumentado, sele -

cionando-se sementes menores, onde a superficie externa , e

assim a camada de aleurona, constituiria uﬁa porcentagem re-

lativamente maior dé grac. Dechary e Altschul (1966) suge-

riram que 0s corpos proteicos da camada de aleurona pode =-

riam ser chamados de aleurinas para distinguir daqueles do

endosperma. Estes, além de conter proteinas, contem também

fitina e sua enzima de degradag%o, fitase, importante no me
tabolismo do fosfato durante os primeiros passos da germina
¢ao. BAs células da camada de aleurona também contém lipi -

dios, distribuidos aoc redor dos corpos proteicos (Jones ,

196%a) . |

Utilizando microscopia eletrdnica, em trigo |,
Jennings, Morton e Palk (1963) observaram que os corpos pro

teicos sao circundados por uma membrana lipoproteica e seu
didmetro varia de 0,5 a 15 um enquanto que em cevada e mi-
lho este estd em torno de 2 ym. Graham, Morton e Raison

(1963) , obtendo corpos proteicos inteiros, de grios de tri-
go durante seu desenvolvimento demonstraram através de ele=
troforese gque as proteinas das bandas obtidas, de desloca -
mento lento, sdo equivalentes i gliadina, prolamina do tri-
go. Em contraste, as proteinas da fraqéo sobrenadante, mi -

gravam rapidamente e s3o semelhantes ds albuminas e globuli
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nas., Christiansson, Nielsen, Khoo, Wolf e Wall (1969) es-
tudando proteinas da reserva de milho notaram que 86 por cen
to destas estao no interior de vesiculas e que a maior par-
te delas & a prolamina, zeina. O.diémetro destes corpos
proteicos varia de 1 a 2 im. Khoo e Wolf (1970) acompanhan
do o desenvolvimento dos corpos proteicos durante a matura-
¢ao do grdo de milho, verificaram que estas vesiculas sio
formadas no reticulo endoplasmatico e nos dictiocssomas, Ve-
rificaram também, o aclmulo de polirribossomas proximos aos
cor?os proteicos, sugerindo assim que as proteinas seriam
sintetizadas fora das vesiculés e posﬁériormente transporta
das para o interior delas. Corpos de proteina imaturos,com
parados com os maturos, apresentam difereng¢as em relacdo &
sua afinidade cromitica, indicando gue durante a maturacao,
as proteinas da reserva mudam suas propriedades gquinicas

(Wolf e Khoo, 1970).

2) Carboidratos

O principal carboidrato da reserva de cereais é
o amido, um polissacarideo, constituido por dois polimeros
de glicose, um linear ({(amilose) e ocutro ramificadec {amilo -
pectina). A proporgao destes dois polissacarideos varia
conforme a espécie e variedade da semente. Dure (1960a) ob
servou que no milho normal, 25 por cento do amido esti sob
a forma de amilose, o restante sendo amilopectiha. Estes po
lissacarideos estdo localizados em corpiisculos subcelulares,
os graos de amido, que podem apresentar formas diferentes

dependendo da proporgdo de amilose e amilopectina. Buttrose

(1963) estudando o desenvolvimento do endosperma de trigo,
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notou que oslgréos de amido foram encohtrados somente den-
tro de plastideos bem desenvolvidos com péquenos graos mis-
turados aos maiores, dentro de uma membrana que posterior =
mente se contral e quebra liberando os graos pequenos no ci
toplasma. Também foram observadés proteinas fibrilares 1i-
gadas & superficie dos grdos de amido maiores. Buttrose su
geriu que estas fibrilas seriam residuos do estroma da anti
ga membrana dos plastideos. Geralmente a regido central do
endosperma de varios cereais, possui graos de amido firme -
mente agregades e relativamente poucos corpos proteicos,en-
quanto que as células mais superficiais (subaleurona) pos=-
suem graos de amido menores e mais corpos de protelnas (E-
vers, 1970).

Foi observado, que a sintese de amido nos amilo
plastos, durante a maturag¢ao do grao de milho, termina an-
tes da sintese proteica. Assim, quando o grdo atinge 60
por cento de agua, a sintese de prolamina se intensifica en
guanto que a de amido termina (Munck, 1972).

Recentemente, genes mutantes como sugary-1l(su~1)
shrunken-1 (sh~l) e brittle (bt-l) que modificam as proprie
dades dos carboidratos do grao de milho,dforam introduzi -
dos neste cereal juntamente com o gene op-2 (Misra et al. ,
1972). Os Quplos mutantes su-l-op-2 mostram varias caracte
risticas vantajosas, porque além do alto contelido de lisina
possuem alto nivel de agucares livres que fazem com que o
grac fique mais consistente, aumentando a resisténcia aos
insetos e fungos durante © armaZenamento e também melhoran-
do as caracteristicas para moagem. Além disso, o mutante

su~l contém mais lipideos que o milho normal, devido ao au-
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mento no tamanho do escutelo e este gene parece ter um efel
to sinergistico com o gene op~Z2 diminuindo ainda mais a siﬂ
tese de zeina (Glover, 1976). O endosperma do milho brasi-
leiro Nutrimaiz, por exemplo, céntepdo 0s genes su-l e op
-2, possuil seis vezes mais aglcar livre gue o endosperma nor
mal e seu contelido amilaceo diminui de 50 por cento  sendo
que 38 por cento desta diminuicdo é na amilose (Sgarbieri ,
da Silva, Antunes e Amaya, 1977; da Silva, Teixeira, Arru~
da e Lovato, 1978). Esta variedade tambéﬁ apresenta siner-
gismo entre os genes su-l e op-2, uma vez gue ha um aumento

do conteido de lisina em relacdo ao mutante op-2.

II - ENZIMAS HIDROLITICAS

1l - Amilases

A atividade amilolitica em vegetais & conheci-
da desde o inicio do século dezenove, quando varios pesqui-

sadores observaram que extratos ativos de cereais, denomina

dos "diastase", tinham a capacidade de degradar amido (Bern-
feld, 1951). Mais tarde, foi verificado que as substanci-
as responsaveis por este fendmeno eram enzimas hidroliticas,
as amilases. Estas enzimas, de acordo com seu modo de agao
foram classificadas em endo e exocamilases. O primeixo ti-
po, incluindo as alfa-amilases, atacam, ao acasb, soﬁénte as
ligagoes alfa-1,4 do amido, deixando as ligacSes alfa-1,6 da
amilopectina inalteradas (Fischer e Stein, 1960). Como con -

sequéncia deste modo de agéo, o amido, inicialmente com al -

to peso molecular, e degradado a pequenos polissacarIideos de
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menor pesoc ﬁolecular, degradagaco esta acompanhada por uma
rapida diminuicdo da viscosidade. No fim‘da hidrblise com~
pleta da amilose, os produtos finais sao 13 por cento  de
glicose e 87 por cento de maltose; no caso da amilopectina
ten-se 19 por cento de glicose, %3 por cento de maltose e
8 por cento de isomaltose. O peso molecular da alfa-amila-
se & aproximadamente 45,000 e em cereais existem viarias iso
enzimas que podem ser identificadas por eletroforese (Fry -
denberg e Nielsen, 1966; Jacobsen et al., 1970). Estas en
zimas nao sdo encontradas em sementes secas,

As exoamilases ocorrem exclusivamente em vege-
tais e incluem as beta-amilases, assim denominadas pois seus
produtos sofrem uma inversao da configuracgéo apresentaﬁdo1mz
na forma beta (French, 1960). Esta enzima guebra  somente
a segunda ligagdo alfa~-l,4 do final nac redutor da cadeia do
pelissacarideo, produzindo moléculas do dissacarideo, beta-
maltose. A beta-~amilase & encontrada em sementes secas, co
mo cevada, milho, centeio, aveia, triqog arroz e também em
batata doce e soja (Engel, 1947; Dure, 1960k}). Do mesmo mo
do que as alfa-amilases as beta possuem o peso molecular de
aproximadamente 45.000 ¢ existem varias isoenzimas, cano tam-
bém formas diméricas (P.M, 86.000), tetraméricas ( P. M,
180.000) e octaméricas (P.M. 400,000) formadas a partir do
mondmexro basico (Stoddart, 1971; Bilderback, 1974). Embora
teoricamente a reacgao destas hidrolases & reversivel, o e -
quilibrio da reagdo & fortemente deslocado para o lado dos
produtos da quebra do amido, sendo a reagdo praticamente ir
reversivel sob condigdes fisioldgicas.

As duas enzimas encontradas em cereais responsi
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veis pela desramificagdo da amilopectina s3o a R-enzima da
cevada, que age diretamente sobre a amilopectina, e a dex -
trinase-limite, que & sintetizada de novo na aleurona e age
somente sobre as partes que ja foram liberadas pelas alfa-~
amilases (Mac William e Harris, 1959; Manners, Marshall e
Yellowlees, 1970). Além destas enzimas hidroliticas descri
tas, existem as fosforilases que‘degradam o amido através da
incorporagdo de fosfato entre as ligacdes alfa-1,4, mas,com
excecio 4o arroz, elas parecem nac ter um papel de grande

importancia na degradagao das reservas de cereais.

2 - Proteases

As proteases sdo classificadas em exopeptidases
que atacam grupos terminais da cadeia polipeptidica e endo-
peptidases que atacam as ligac¢des peptidicas internas da
cadeia. O primeiro grupo pode ser subdividido em carboxi -~
peptidases e aminopeptidases, dependendo do grupo terminal
que atacam (Ashton, 1976). Também existem as dipeptidases,

gue atacam dipeptideos e moléculas pequenas e foram conside

radas como aminopeptidases por Mikola e Kolehmainen (1972).
As proteases foram encontradas tantc em sementes em germina
¢do como nas ndo germinadas. Sementes secas de cevada, por
exemplo, coﬁtém varias endopeptidases com atividade &tima
em pH entre 3,9 e 9,0; algumas destas enzimas est8o presen
tes nos corpos proteicos (Ory e Henningsen, 1969). Sundblom
e Mikola (1972) observaram quatro tipbs diferentes de endo-
peptidases secretadas pela aleurona de cevada pelo estimulo
do acido giberélico (GA;) e também com atividade &tima  no

pH entre 3,9 e 7,0. Em milho, Harvey e Oaks (1974b) obser-
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varam que durante a germinacao hi uma grande produgao de'pg
lipeptideos, sugerindo a atividade de endopeptidases; eg-
tas enzimas tem um Otimo de atividade no pH 3,8 e tem g
mesma afinidade pelos substratos zeina e glutelina.

Varios tipos de exopeptidases também foram ex
traidos de sementes durante a germinagdo. Assim, Mikola e
Kolehmainen (1972) observaram em cevada, trés carboxipepti-~
dases, trés aminopeptidases e duas dipeptidases. A parede
de aleurona apresenta altos niveis dos trd@s grupos e embora
ndo ocorram mudanc¢as na atividade das cinco aminopeptidases
durante a germinacgao, as carboxipeptidases mostram um au-
mento em atividade. Os mesmos autores observaram ainda que
O endosperma apresenta altos niveis de carboxipeptidases en
quanto as aminopeptidases estao complétamente ausentes; al-
ta atividade foi encontrada para todas as peptidases no es-

cutelo.

IIT - MOBILIZACAO DAS RESERVAS

O crescimento inicial de cereais, & caracteri -
zado por uma diminuigdo do material armazenado no endosper-
nma acompanhada pelo crescimento do eixo, sugerindo que a
reserva esta sendo degradada e utilizada pela pldntula. As~-
sim, o contelido inicial da reserva da semente, particular -
mente de proteina que normalmente & baixo em cereais, & im-
portante no desenvolvimento da planta, podendo afetar a fo-
tossintese e a producao final desta (Lowe, Ayers e Ries ,
1972; Lowe e Ries, 1973; Metivier e Dale, 1977a, b; Metivier
1979},
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Logo apds a germinagdo, as reservas do pro-
prio eixo embrionario e aquelas do escutelo s3o utilizadas
para seu desenvolvimento. Em cevada, os lipideos do escute
lo sac utilizados inicialmente e somente depois os carboi -
dratos do eixo embrionario (Macleod e Palmer, 1966). Ainda
em cevada, ©s principais carboidratos estocados no eixo e
metaboiizados nas primeiras 24 horas, sao sacarose e rafino
se, utilizadas como energia ou para a producio de carboidra
tos insolliveis importantes na formacao de novas paredes ce-
Julares.

Em milho, os lipidecs do escutelo sdo reservas
importantes e Dure (1960a) mostrou que o guociente respira-
torio do eixo nas primeiras horas de crescimento foi menor
que 1, indicando o catabolismo de lipideos, posteriormente
confirmado por Ingle, Beevers e Hageman (1964). A presenca
do ciclo do glioxilato no escutelo de milho também sugeriu
que os lipideos da reserva poderiam ser convertidos em aga-
car cujo contelido aumenta no eixo embrionirio durante este
periodo (Oaks e Beevers, 1964).

As maiores modificagOes durante o crescimento i
nicial ocorrem no endcsperma onde estao estocadas as princi
pais reservas da semente. Uma das primeiras modificégées ’
que ocorre durante a germinagao, & a dissolucgdo das paredes
das celulas do endosperma, particularmente as proximas ac
escutelo, facilitando a absorgéo dos produtos de degradagé&
As paredes celulares do endosperma tém uma composicao mais
simples que as das cé€lulas normais, consistindo de protei -
nas, betaglucanos e arabinoxilanos, com menos pectina e ce-

lulose, facilitando a hidrdlise. Briggs (1972) notou que em
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cevada a hidrdlise do endosperma ocorre paralela ao escute-
lo de uma maneira simétrica, atrasando-se apenas em algumas
regides que s&0 mais resistentes ao ataque hidrolltico. Fm
muitos cereais, as hidrolases mais importantes sao sinteti-
zadas de novo no inicio da germinacao (vide controle hormo-
nal) enguanto, em outros, parece que elas sao pré-existen -
tes no‘gréo seco, Assim, em sorgo alfa e beta-amilase, al-
fa glicosidase, proteases, fosfatases e ribonucleases foram
encontradas em vesiculas do endosperma (Adams e Novellie |,
1975). Ha evidéncias que isto também ocorre em milho e es-
tas enzimas s2o ativadas com a hidratacao do tecido durante
a embebicao (Adams, Watson e Novellie, 1975).

A degradagdo das reservas amildceas & feita prin-
cipalmente pelas alfa e beta-amilases. O segundo grupo,ge-
ralmente, ndo ataca o grdo de amido intacto, mas s3 pode di
gerir graos previamente hidrolisados pela alfa-amilase.

Ingle, Beevers e Hageman (1964) notaram qﬁe, em
milho, ha pouca atividade amilolitica antes do tercéiro dia
de crescimento e que nem glicose nem sacarose s80 encontra-—
das no endosperma como acontece em sorgo, trigo e cevada ;
estes compostos sao sintetizados posteriormente no escute -
lo, através da maltose proveniente da degradacgao 4o amido no
endosperma (Edelman, Shibko e Keys, 1959), Assim, em milho,
a enzima alfa~glicosidase, & situada nas células da superfi-
cie do escutelo e libera glicose que serada utilizada para a
sintese de sacarose que & a forma de aclcar recebida e uti-
lizada pelo eixo embriondrio. As enzimas responsiveis por
esta sintese, a sacarose-6-fogsfato-sintetase, sacarose fos-

fatase e sacarose sintetase est3o presentes no escutelo e
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aumentam sua atividade nos priﬁeiros trés dias de embebicag
wmavez formada, a sacarose nado & degradada, desde que és
enzimas responsaveis pela sua hidrdlise ndo estdo presen -
tes no escutelo e assim ela & tra55poxtada para o eixo (Haw
ker, 1971; Humphreys, 1975). A sintese de sacarose para o
eixo embrionario também ocorre nas células do aleurona (Chris
peels, Tenner e Jchnson, 1973).

Existem dois locais para o armazenamento de pro
teinas: os graos de aleurina situados nas c@lulas da aleu-
rona e ©s corpos proteicos no endosperma. Através da acao
de diferentes proteases estas proteinas sdo liberadas. As
da aleurona sdo utilizadas para o fornecimento de aminodci-
dos para a sintese de enzimas hidroliticas e as do endosper
ma sendo mais iﬁporﬁantes na nutrigac do eixo em desenvolvi
mento. Durante o crescimento inicial, em milho, o© desapare
cimento da proteina sollivel do endosperma & acompanhado por
um aumento desta no eixo. Durante a germina¢do a proteina
solivel aumenta no eixo continuamente mas nos primeiros trés

dias de crescimento este aumento & maior no endosperma suge
~rindo que a taxa de 'hidrOlise inicialmente € maior que a

de transporte (Ingle, Beevers e Hageman, 1964; Ingle e

Hageman, 1965a, b); entretanto nio had actmulo de aminoaci-
dos no endosperma de milho e de cevada neste pericdeo, indi-
cando que sua mobilizacao & mais eficiente que a do amido ,
cujos produtos da degradagdo se acumulam no endosperﬁé, fa-
to que possivelmente estd relacionado com as exigéncias do
elxo embrionarioc (Folkes e Yemm, 1958)., No casoc de milho ,
foi observado que o periodo mais ativo de hidrdlise protei

ca ocorre entre os dias 6 e 8 apds a embebicdo, através de
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uma endopeptidase sintetizada de novo no endqsperma e que
ataca tanto zeina como glutelina (Harvey e Oaks, 1%74b, c).
A hidrolise da glutelina é mais rapida que a da zeina en -
tre 40 a 80 horas de embebig@o e apds este tempo & igual .
Harvey e Oaks (1974 b, c¢) concluiram que estas diferengas po
diam ocorrer devido & proporgao relativa destas duas  fra-
goes; .assim, em sementes com alto teor de glutelina sua de
gradagdo & mais rapida gue em outras com baixo teor desta
proteina. Isto ndo ocorre em cevada, onde a prolamina hor-
deina & utilizada mais rapidamente e antes gue a glutelina,
hordenina({Folkes e Yemm, 1958). Foi notado, em endospermas
de milho com embrides, que o maximo de atividade de protea-
ses foi atingido guando 75 por cento das reservas proteicas
foram degradadas, mas que nos endospermas isolados a ativi-
dade foi acelerada e iniciou-se mais cedo; isto levou & su
gestdo de que o embriao exerceria um controle, através de
um inibidor, na atividade destas enzimas (Goldstein el Jen~
nings, 1975).

Como a composigdo de proteinas das reservas &
diferente das proteinas citoplasmaticas do eixo embriondrio
devem ocorrer interconversoes dos aminodcidos liberados du-
rante a protedlise (Folkes e Yemm, 1956; Boulter e Barber,
1963; sSplittstoesser, 1967), embora Oaks (1965b, 1966)tra-
balhando com milho, notou gue a interconversac de aminodci-
dos nao era de grande importdncia. Folkes e Yemm (1958) ,
trabalhando com cevada, calcularam atraves da composigdo das
proteinas protoplasmaticas e da‘reserva, que 75 por cento
dos aminodcidos exigidos pelo eixc ja& estavam presentes no

endosperma. Um dos aminoadcidos mais abundantes no endosper
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ma de milho parcialmente digerido, € a glutamina e foi mos-
trado, através de marcagdo radiocativa que ela & absorvida pe
lo escutelo e transportada para o eixo dentro de algumas ho
ras (Stewart, 1971). Parece gue nao ha competig@o no trans
porte entre glutamina e outros amino&cidos ou acgicares, su-
gerindo a existéncia de um carregador especial para a gluta
mina. Entretanto, Splittstoesser (1967) mostrou gue gluta-
mato marcado aplicado em milho, & facilmente convertido em
lgc 02 e qgue sdmente menos de 5 por cento da marcagao apare
ce em outros aminoacidos, bases e clorofila, fato que en
cevada ocorre numa porcentagem bem maior (Folkes e Yemm ,

1958). Ainda em milho, o aminoacido leucina nio sofre in-
terconversao, a grande maioria permanecendo nio metaboliza~-
da e a restante sendo degradada a coz; ou incorporada a pro
teina no escutelo, indicando consider@vel sintese proteica

neste tecido (Splittstoesser, 1967). Do mesmo modo, Joy e
Folkes (1965) notaram, em cevada, que aminodcidos que pos-
suiam a via biossint@tica mais proxima a dos carboidratos po
diam ser degradados a aglcares ou perdidos como €0, respira
torio, enquanto que os como a leucina e lisina, com a via
biossintetica mais longa, tenderam a ser utilizados pelo ei
X0 embriondrio, sem mudancas. Sodek e Wilson (1973) nota -
ram o mesmo’'em milho, utilizando técnicas mais refinadas nas
quais a proteina da reserva havia sido marcada radioativa ~
mente durante o desenvolvimento da semente na planta mae .
0 tecido metabolicamente mais ativo foi o eixo, gue conver-
teu mais aminodcidos em CO, e a marcagdo foi encortrada em
um nimero maior de compostos que no escutelo ou endosperma,

sendo no Gltimo caso a atividade metabdlica localizada na
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aleurona. 1Isto concorda com observagoes de outros pesquisa
dores, de que em milho, a maior parte do metabolismo dos pro

dutos da reserva ocorre no propric eixo ou no escutelo e

que tentativas para isolar mitocondrias do endosperma nao ti
veram sucesso (Ingle, Beevers e Hageman, 1964; Ingle e

Hageman, 1965a, b).

IV - CONTROLE HORMONAIL

A maioria das pesquisas sobre o controle hormo-
nal da degradagao das reservas de sementes durante o cresci
mento inicial, foi feita em cereais, particularmente em ce-
vada (Paleg, 1960a, b; Macleod e Palmer, 1966), mas recen-
temente tém surgido estudos deste tipo em dicotiledéneas(ﬁql
ner e Ashton, 1967; Juliano e Varner, 1969; Locker e Tlan
_1975: Van Onckelen{ Caubergs e De-Greef, 1977; Paulilo '
1980) .

Ha muito tempo & conhecido gue a remocao do em-

briao de cevada atrasa ou inibe a degradagdo das reservas do

endosperma, no entanto, somente mais tarde foi descoberto que
havia uma substancia responsavel por este feito, que se di-
fundia do embrido para o endosperma. Paleqg, Coombe e Butt-
rose (1962) mostraram que grios de cevada sem embrido produ
ziam mais alfa-amilase quando incubados com embrides isola-
dos e a substdncia difusivel foi identificada como uma gi -
berelina. Mais tarde, foi demonstrado que aplicagOes de gi
berelinas exdgenas podiam estimular a degradacao das reser-

vas de graos sem embrido e que também podiam melhorar o pro
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cesso de maltagem na fabricacgdo de cervejé (MacLeod, 1967).

No periodo inicial de embebicao as giberelinas
também estdo presentes, embora existam dividas se este hor-
monio @ pré-existente ou sintetizado. De qualquer maneira,
em sementes maduras de arroz, trigo, milho e cevada, foram
encontrados niveis de 5 a 15 pg eq. kg“l de acido giberéli-
co (Brian, 1966). £ conhecido que em sementes em desenvol-
vimento na planta m3e o nivel de giberelinas & bem alto e
que durante a secagem da semente elas podem se tornarem li-
gadas a acQcares ou proteinas, permanecendo inativas e sen-
do liberadas durante a embebicgdo, talvez por acdo de enzi -
mas hidroliticas (McComb, 1961; Morinla e Michael, 1973 ;
Suge e Gallardio, 1977). Também existem controvérsias so-
bre o local de sintese das giberelinas; alguns acreditam
gue elas sdo sintetizadas no eixo embrionério no inicio da
germinagao (MacLeQd e Palmer, 1966; 1967) outros, que eias
sao formadas a partir de precurssores armazenados no éscutg
lo (Radley, 1967; 1969).

As giberelinas nao estimulam somente a secrecao
de alfa~amilase, mag também a de proteases, pentosanases ,
dextrinases e alfa—glicosidases como também aumentam a libe
ragéo, pelas células da aleurona, de ribonucleases, fosfata
ses e da beta-l-3-glucanase {Bewley e Black, 1978).

O controle da sintese da alfa-amilase foi o mais
estudado em relagio ac das outras enzimas, e a maioria dos
estudos fol feita com paredes de aleurona de cevada isola -
das em meio liquido para onde as enzimas eram liberadas (
Bewley e Black, 1978). A aleurona de cevada possui trés ca

madas celulares que, guando isoladas, na presenca de acido
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giberélico, secretam alfa-amilase apds 8 horas de embebicag
quase toda a enzima sintetizada € liberada, ndo havendo acl

mulo na aleurona. Jacobsen e Knox (1973) propuseram ser a

camada central da aleurona responéével pelo inicioc da secre
¢do da alfa-amilase. Se o acido giber@lico & removido apds
sete horas de embebigéo, a produgéo de alfa-amilase cai,mas
se ele & fornecido novamente a produczo volta ao normal, su
gerindo que este hormdnio & necessario continuamente duran-
te a fase da sintese da enzima (Chrispeels e Varner, 1967a,
b; Jones, 1971). Tanto o &cido abcissico (ABA) como a ci-
clohexamida e a actinomicina D inibem a sintese de alfa-ami
lase indicando que esta sintese ocorre de novo nas camadas
da aleurona (Varner e Ram-Chandra, 1964). Estes aﬁtores '
também demonstraram que na presenca de 14 aminodcidos e a-
pds a digestdo da alfa-amilase com tripsina, todas as par -
tes da enzima apareceram marcadas mostrando que todas as
subunidades da alfa-amilase foram sintetizadas de novo.Mais
tarde, Filner e Varner (1967) comprovaram esta sintese de
novo utilizando técnicas de marcagao por densidade e verifi
cando que na presenca de Hzlso as moléculas de alfa-amila-
se produzidas foram mais pesadas que as normais. Isto tam-
bém sugeriu que os aminodcidos componentes da alfa-amilase

se originariam a paitir das proteinas da reserva presentes

nos corpos proteicos da camada de aleurona. Atualmente,sa-
be-se que existem em cevada sete isoenzimas para alfa~ami -
lase e parece que todas s&Zo sintetizadas de novo (Jacobsen
Scandalios e Varner, 1970). Em todos os estudos feitos em
aleurona de cevada isolada, notou-se haver uma fase de la-

téncia antes da sintese de alfa-amilase (Bewley e Black ,
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1978). Durante este periodo (cerca de 6 horas) os corpos
de proteina mudam de volume e forma sugerindo que estdo sen
do degradados para a producao de aminoacidos necessarios pa
ra a sintese da enzima (Jones, 1969b). Notou-se um aumen -
to de polirribossomos, na aleprona de cevada, de trés a qua-
tro horas apds a adigao de &cido giberélico ao meio de cul-
tura e.praximo ao periodo de sintese da alfa-amilase a ati-
vidade do reticulo endoplasmatico rugoso aumentou e  esta
organela se tornou mais ramificada, associada ao ntcleo, su
gerindo um aumento na sintese proteica (Jones, 1969c; Jones
e Chen, 1976; Evins, 1977).

Parece que a secrecdo de alfa-amilase requer e-
nergia, contudo, este processo € ainda controvertido (Var -
ner e Mense, 18972). 1Inicialmente Reed (1904} e O'Brien
(1942) mostraram gue em cevada particulas migravam do escu-
telo para o epitélio do endosperma. Em contraste  Jones,
utilizando técnicas de microscopia eletrodnica, autoraéiogrﬁ
fia e ultracentrifugacao favoreceu a hipdtese de que a 1li -
beragao de alfa-amilases se daria de forma soliivel e ndo en
capsulada {(Jones, 1972; Chen e Jones, 1974a, b}, Outros
autores, preferem a hipotese de que a regiao das células da
aleurona mais associada ao endosperma acumula vesiculas gue
contem a enzima que estad sendo sintetizada e estas vesicu -
las sdao liberadas posteriormente para o endosperma {Gibson
e Paleg, 1972; Jacobsen e Knox, 1973; Vigil e Ruddat,1973).
Dados mais recentes favorecem esta segunda hipbtese, assim
Firn (1975) mostrou em cevada que a alfa-amilase estava den
tro de vesiculas e que podia ser liberada através do trata-

mento destas com detergentes.
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Com o intuito de definir o mecanismo de agdo do
acido gibereélico, varios pesquisadores, analisando espécies
de RNA mensageiro (mRNA) que podem ser reconhecidos pelos
segmentos poli-A, notaram que aplicac¢des de &cido giberéli-
co aumentam este tipo de mRNA, que in vitro pode sintetizar
alfa-amilase(Jacebsen e Zwar, 1974; Hoc e Varner, 1974 ;
Higgins, Zwar e Jacobsen, 1976).

Foi observado por Groat e Briggs (In: Bewléy e
Black, 1978) que em graos intactos de cevada, o nivel endd-
geno de giberelinas aumenta durante a embebicdo produzindo
um pico apos dois dias, quando a sintese de alfa-amilase se
inicia. A sintese desta enzima, continua mesmo apds a que-
da do nivgl de giberelinas, talvez devido ao mRNA produzido
que permanece nas células da aleurona. Do mesmo modo, a re
mogao do embriao apds trinta horas de embebicZ0 ndo inibe
a sintese da alfa-amilase, j& que a giberelina liberada no
endosperma continua a se dxfundlr para @ aleurona. ' Apds
trés ou quatro dias de embebicdo do endosperma isolado a
sintese de alfa-amilase comeca a diminuir, talvez pela des~
truigao dos mRNAs e falta de giberelinas necessadrias para a
producac de novos ou, como foi sugerido por Jones e Arms ~
trong (1971), que os produtos da reagdo (glicose e maltose)
aumentando & pressdo osmdtica nas células da aleurona provo
cariam o declinio da sintese da enzima. Assim, a produ -
¢ac de alfa-amilase foi inibida,.em aleuronas isoladas, pe-
la presenga no meio de cultura de glicose e maltose a 0,1
e 0,4M. Também parece que a taxa inicial de hidrdlise do
amido € maior que a do transporte dos produtos para o eixo

e assim, o aclimulo destes no endosperma poderiam inibir a
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sintese de alfa-amilase por um mecanismo de “"feed-back"
(Chrispeels e Varner, 1967b).

Apesar da maior parte das pesquisas sobre o con
trole hormonal da degradacgao das.reservas ter sido realiza-
do com a alfa-amilase, o acido giberélico, também possui im
portante papel na sintese e liberagao de outras enzimas. As
sim, em cevada este hormdnio estimula a sintese de ATPase ,
fitase, alfa e beta-glicosidase, fosfomonoesterase e alfa -
galactosidase (Pollard, 196%; Hardie, 1975). Muitas des -
tas enzimas sao liberadas no endosperma antes da alfa-amila
se apds tratamentos dos graos com acido giberélico e respon
dem a concentrag¢des menores do que as exigidas para a sintg
se de.alfa—amilase (Pollard e Nelson, 1971). Algumas pro -
teases também sao sintetizadas de gggg durante a embebicao
de gridos de cereais, mas o nivel destas enzimas & trinta ve
zes menor que o das amilases talvez devido ao baixo contel=-
do proteico das reservas destes graos. A hidrdlise inicial
de proteinas poderia também fornecer aminoacidos para a sin
tese de outras proteases (Jacobsen e Varner, 1967).

Varias proteases sao conhecidas em cereais; al-
gumas j& estao presentes no endosperma, outras na aleurona,
e a liberagdo destas & iniciada pelas giberelinas e ainda
algumas sao ‘sintetizadas de novo. Além das proteases degra
darem as aleurinas e as proteinas do endosperma, elas podem
liberar enzimas ligadas a parede celular da aleurona. Ros-
well e Goad (1962) mostraram que em trigo, a beta-amilase e
ra pré~existente no endosperma, numa forma inativa ligada
ds glutelinas; a secregdo de proteases pela aleurona libera

aguelas enzimas que se tornam ativas. Da mesma forma, em
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cevada, agregados de beta-amilase foram degradados pelas pro
teases em monOmeros ativos (Bilderbgck, 1974).,

Outra enzima que é sintetizada de novo durante a
embebicao do grao & a beta—l,B—glécanase. Neste caso, © a-
cido giberélico ndo & necessirio para a sintese, mas sim pa~
ra a liberagao (Taiz e Jones, 1970; Bennett e Chrispeels |,
1972) . Talvez esta enzima desempenhe algum papel importante
na degradacaoc das paredes das células da aleurona facilitan-
do a liberagao de enzimas e tambeém na degradacido das paredes
celulares do endosperma tornando o amido e proteinas da re-
serva mais acessiveis ds amilases e pfoteases. A primeirahi
potese & duvidosa, desde que as paredes celulares da aleuro~
na contem poucos glucanos, e por outro lado contem arabino -
xilanos (85%) e celulose (8%) que sdo degradados pelas pen -
tosomases cuja sintese também € estimulada por acido giberé-
lico (McNeil, Albersheim, Taiz e Jones, 1975; Taiz e Honig-
man, 1876). Também foi observado que as membranas das pare-
des celulares da aleurona sdo ricas em plasmodesmatas, faci-
litando a difusdo de seus conteidos (Taiz e Jones, 1973).

Comparando-se com cevada, ha poucas pesquisas em
outros cereais, no campo do controle da degradacao das reser
vas. Embora muitos parecem seguir o mesmo modelo, ja foi ob
servado que 'alguns cereais naoc possuem uma necessidade abso-
luta da presenga do &cido giberélico para iniciar a degrada-
gac e outros horménios estdo envolvidos neste processb. En~
tretanto, o &cido giberélico aumenta a sIintese e liberagao de
muitas hidrolases em arroz, aveia e trigo (Ogawa, 1966; Pal~-

miano e Juliano, 1972; sSutcliffe e Baset, 1973).

Naylor (1969) demonstrou que Avena fatua requer




-28-

essencialmente o &cido giberélico para a produgao de alfa-

amilase, enguanto que Avena sativa nao exige hormdnio exdge

no e nem o embriao para a producao da enzima. Também em mi
lho, o aparecimento das enzimas ribonuclease e 3'nucleotida
se & independente da presenca do acido giberélico (Ingle e
Hageman, 1965b)., Para a sintese e liberacao de algumas en-
zimas ae trigo parece que a presencga do embriao & necessa -
ria, enquanto gue para outras este processo & independente
da presenca deste orgao. Por exemplo,  isocitrato liase
e malatosintetase, enzimas do glipxissoma (Doig, Colborne ,
Morris e Laidman, 1975a) e também lipase (Tavener e Laidman
1972), fitase (Fastwood e Laidman, 1971) e alfa-amilase (Pa
leg et al., 1962), parecem ter sua sintese dependente da
presenca do embriao. Enzimas cuja sintese € independente da
presenca do embrido sao geralmente as que sao ativadas no
inicio da embebicao, como as da glicéliée, via pentose-fos-
fato e sintese de aminoicidos (Ddig, Colborne, Morris. e
Laidman, 1975b).

Outros hormonios além do acido giberélico, tam-
bém parecem estar envolvidos no controle da degradagao das
reservas. Assim, Eastwood e Tavener (1969) mostraram que
pré-tratamentos com citocininas em enaosperﬁas de trigo pro
moveram a sintese de alfa-amilase induzida por giberelina .
Concluiram entao, gue as citocininas agiriam, de maneira nao
conhecida, sensibilizando o tecido para posterior acao da
giberelina.

Em cevada, o acido indolacético (AIA) & sinteti
zado no apice do coleoptile durante o inicio da embebicao e

seu papel seria na formagido de um sistema vascular impor -
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tante no transporte de metabolitos do escutelo para o em-
brido (MacLeod e Palmer, 1969).

No caso de milho, resultados contraditorios a-
parecem na literatura. Assim, hd autores que acreditam que
o controle da degradagao das reservas & semelhante ao de ce
vada onde o embriéo.ou o acido giberélico sao necessarios
(Dure, 1960a; 1Ingle e Hageman, 1965b). Por outro lado, va
rios autores acreditam que nem o embriao nem o dcido giberé
lico sao necessarios para a hidréliserdas reservas {Toole,
1924; Harvey e Oaks, 1%274a, b; Goldstein e Jennings,1975).
Neste Gltimo daso, o controle da hidréiise seria atribuido
'@ inibigao proporcionada pelos seus prdprios produtos. As-
sim, Oaks (1965a) mostrou que a degradacdo das proteinas da
reserva pode ser controlada pelo nivel de aminoacidos 1i-
vres no endosperma ou pelo fornecimento exdgeno de aminod -

cidos.

Como existem resultados conflitantes em relagi@o
ao controle da degradacac e utilizagﬁo das reservas do grao
de milho, durante o inicio da germinacdo e como a atividade
das proteases e amilases estd relacionada a este fato, & in-
teressante analisar a cinética destas enzimas durante o de-
senvolvimento inicial de plantulas de milho, verificando o
possivel papel de regquladores de crescimento como o .écido
giberélico e a 6-benziladenina e do préprio embriao, no con-
trole deste processo,

Alem disso, sabendo-se que a presencacu auséncia

do gene opaco-2, em milho, provoca grandes variagoes entre
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os grupos proteicos da reserva do endosperma, particularmen
te nas prolaminas (principais reservas do grao), e que exis
te uma correlacdo entre a quantidade de proteina do gréid de
cereais e o crescimento da planta, & de grande interesse o
estudo da utilizagao destes grupos proteicos individuais du
.rante o desenvolvimento da plantula, relacionando a utiliza
cao deles com a atividade das proteases. Este estudo foi
possivel gracas d disponibilidade de um cultivar de milho
(Maya) sob a forma opaco-2 e normal (selvagem para aquele lo

cus).




MATERIAL E METODOS

I. MATERIAL

Grdos de Z%ea mays L., cv. Maya, gentilmente ce-
didos pelo Dr. William Jose da Silva do Departamento de Ge-
nética do Instituto de Biologia da UNICAMP, foram utiliza-
dos neste trabalho. Este material foi de dois tipos
(com base genética quase que idéntica) sendo um tipoldenomi
nado Maya-opaco-2, mutante recessivo ﬁara o gene opaco - 2
(0202), enquanto gue o outro, denominado Maya normal, foi o

tipo selvagem para este locus (0202).‘

I1. METODOS GERAIS

Condicoes de cultura:

Graos com pesos conhecidos foram plantados em
potes plasticos com volume de 120 ml ou em bandejas, com

vermiculite. Durante o crescimento as plantulas foram man-
tidas sob condig¢oOes naturais dentro de uma estufa ou em ci-
maras de crescimento (Lab-line Instruments Mark III) com
temperatura de 29 + 29C e luz continua com intensidade de
0,089 cal/cmz/min fornecida por lampadas incandesceﬁtes e
fluorescentes. As plantulas foram regadas com agua destila
da quando necessdrio (nutrientes ndo foram fornecidos). Em
experimentos onde foi realizado algum tratamento hormonal

!

©s graos foram previamente colocados para embeber na solu -
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cac do regulador em gquestao, em placas de Petri c¢om papel

de filtro, por 48 horas a 259C em luz continua em camaras

de crescimento (FORMA - Scientific ~ Model 24). BApds este
periodo de embebigdo os gracs foram transferidos para as mes
mas condicoes descritas acima e durante o crescimento nio

foi mais fornecido regulador de crescimento.

Em alguns experimentos, montados para ensaiocs:
enziméticos, endospermas foram separados do embriao ou plén
tula. Estes endospermas isolados, tanto como os graos in-
tactos utilizados no mesmo experimento, foram esterilizados
em solugao de hipoclorito de cédlcio a 5% por 13 minutos. Os
endospermas isolados foram mantidos em camara asséptica em
placas de Petri com papel de filtro e solugoes hormonais

preparadas com agua previamente autoclavada.

Em experimentos onde foi analisada a embebi ~
¢ao dos graos, estes foram deixados embeber em dgua destila
da durante sete horas, em camaras de crescimento (FORMA) a

25QcC.

Obs: No présente trabalho adotaram-se os termos:

- embriao = eixo antes da germinacao .

- plantula= eixo + endosperma apds a germinacdo e
até as reservas do endosperma serem esgotadas

- elxo = parte aérea + raiz + escutelo
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ITIT. METODOS ANALITICOS

1) Comprimento, larqura e area da ldmina foliar:

A drea da lamina foliar foi determinada através
do desenho do contorno da lamina em papel e posterior compa
ragao do pesc do papel com a area anteriormente padronizada.
Estes desenhos também foram utilizados para medidas de com-~

primento e largura.

2} Peso fresco:

Logo apbs serem colhidas as diferentes  partes
das plantulas (endosperma remanesc ente, raiz, escutelo,bai
nha e laminas folidres) foram pesadas em balanca de torgao
(Alem Mar '~ Com. e Ind.; sensibilidade de 10 mg). |

O peso fresco dos graos utilizados para qual -
quer experimento foi determinado em balanca analitica (Sar-
torius; sensibilidade de 0,1 mg).

0 embriac foi separado do endosperma de graos
escolhidos dentro de diferentes faixas dé_peso. Estes or -

gdos foram pesados, em balanca analitica até o nivel de mi-

ligramas, para se estabelecer uma relacao entre estas par -

tes no grao, antes da embebigdo.

.3) Peso seco:

O peso seco de graos ou de suas diferentes par-
tes foi medido em balanca analltica (Sartorius; sensibili -
dade 0,1 mg), apos 24 horas de secagem destas partes em es-

tufa a 80¢cC.

4) preparacao de farinhas:

Farinhas finas de graos secos, endospermas ou
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embrices com pesos conhecidos foram preparadas em tritura -
dor (Spex-Mixer-Mill). Estas farinhas foram posteriormente
tratadas com acetona a 100% para remocao dos lipideos, como
recomendado por Baudet et al. (1966) e Subramanian et al.

(1970) para facilitar a dosagem de proteina. Amostras des=-
ta farinha isenta de lipldeos, foram pesadas em balanga a -~

nalitica.

5) Extracdo e dosagem de proteinas:

A extragao de proteinas soliveis de farinhas ou
de orgaos da plantula (endosperma remanescente, raiz, escu-
telo, bainha e lamina foliar) macerados em almofariz, foi
feita em volume conhecido de hidréxido de sddio (NaOH) a
0,1M. BApds a extragao, foi retirada uma aliquota de volume
conhecido do extrato j& centrifugado (a 3.000 g por 15 min)
e as proteinas desta aliguota foram precipitadas com &cido
tricloroacético (TCA) a 10% a frio. Este precipitado, apds
centrifugagaoc a 3.000 g por 15 min foi resuspendido em volu
me conhecido de hidroxido de sddio a 0,1M e uma aliguota de
1 ml foi utilizada para a dosagem de proteina pelo método de
Lowry et al. (1951). A esta aliquota foram adicionados 5
ml de solugd@o alcalina de cobre e tartarato de potdssio e
sddio (3 g de carbonato de potéssio e sddio 10% em hidrdxi-
do de sddio 0,1M; 1 ml de solugao de‘sulfatd de cob{e 10%).
Apds 15 minutos foram adicionados 0,5 ml de reagente de Fo-
lin 50% (reativo de Folin Ciocalteau, Queel Indistrias Qui-
micas S.A.) e a mistura agitada imediatamente. Simultanea~
mente preparou-se, da mesma maneira que as amostras, um pa-

drado de proteina de Albumina de soro bovino (Sigma Chemical
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Company, 96-99% de albumina) em concentragﬁes de 0 a 200 ug.
ml—l. Apas 30 minutos, quando a.cor azul se desenvolveu, a
densidade Optica das solugoes foi lida no espectrofotOmetro
(Varian - série 634) a 620 nm e o conteudo proteico das a-
mostras foi determinado por comparagOes com a curva padrao

de albumina de soro bovino.

6) Fracionamento sequencial das proteinas do en-

dospermas

Variacdes nas fragdes proteicas dos endospermas
de graos secos e nos endospermas de_plantulas em diferentes
etapas do desenvolvimento foram analisadas, baseando-se no
esquema original de Osborne (1895) para o fracionamento de
proteinas de milho e modificado por Landry e Moureaux (1970),
0 método de Landry e Moureaux & apresentado na Tabela 1l e o
adotado no presente trabalho, na Tabela 2,

Para endospermas de graos secos foram utiliza -
dos 200 mg de farinha em 10 ml do solvente adequadc em va -
rias etapas dependendo do experimento, seguindo o esquemna

indicado na Tabela 2, e para endospermas de plantulas em di

ferentes fases do desenvolvimento alterou-se apenas o volu-
me do solvente dependendo do péso fresco doé endospermas u-
tilizados, .0 sobrenadante de cada etapa foi separado e guar
dado e juntou-se ao residuo o solvente seguinte. A protei-
na solivel de cada etapa foi dosada separadamente pelc mé-

todo de Lowry et al. (1951).
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TABELA 1
Processo de fracionamento de proteinas
1970)
Solventes Temp.

eC
1 g de po sem lipi~ 4
deos + 10 ml NacCl
0,5M
+ 10 ml1 de A&gua 4
destilada
Residuo + 10 ml 20
isopropanol .55%
Residuo + 10 ml 20
isopropanol 55% e
2-mercaptoetanol
0,6%
Residuo + 10 ml sol. 20
tampao pH 10 cpm
forga ionica 0,5 e
mercaptoetanocl 0,6%
Residuo + 10 ml de 20,

sol, tampac pH 10
e 2 mercaptoetanol
0,6% e dodecil sul-

fato de sodioc (SDS)
0,5%

Sol, tampdo pH 10:

Na,B,0,.10H,0 0,05M

2

(** )NaCl 2,92% na sol. tampdo

(*)
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(Landry e Moureaux,

Tempo de
extragao (*)

60"
30"
30"
15
15°

30"
30"
30"

30!
30"

60"
30°
15°

.‘60'
30"

15

diluir em 1.000 ml, 250 ml
100 ml NaOH 0,2M

agitagao continua seguida de centrifugacio

Fracao

Albuminas e
Globulinas

Zeinas

de
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TABELA 2

~ Método de fracionamento das proteinas do endosperma adotado

neste trabalho

’ TEMPO DE ~
ETAPA SOLVENTES TEMPERATURA EXTRAQEO FRACOES
T amostra + 4oC 15 Albuminas
C centrifugado e
NaCl 0,54 a 3.500 g Globulinas
*
IT residuo + ambiente 15° Zeinas
. centrifugado
1sgpr0panol 55% a 3.500 g
ITI residuo + ambiente 15° Glutelinas
centrifugado
Na0H 0,1M a 3,500 g

*  precipitado lavado com agua destilada.
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7) Dosagem de acticar:

0 contelido de acgicar solivel de extratos de en-
dospermas em tampao fosfato pH 5,5 (0,02M) foi determinado
utilizando~se o método da-antrona‘(Yemm e Willis, 1954). A
1 ml deste extrato foram adicionados 2 ml de antrona (Sigma
Chem. Co) a 0,2% em Acido sulfirico 98%. Esta solugdo foi
imediatamente agitada e a densidade Optica foi lida no es-

pectrofotdmetro (Varian série 634) a 620 nm.

8} Ensaios enzimaticos:

As atividades das proteases e amilases de endos
permas de plintulas em difeientes etapas do desenvolvimento
bem como as de endospermas separados do embriao no inicio
da embebicdo, foram medidas. Também foi medida a atividade
de algumas transaminases nas diferentes partes da pléntula
(endosperma e eixo) em etapas sequenciais do desenvolvimen=

to.

a) Atividade amilolitica: Fol determinada me-

dindo-se o aparecimento de maltose com o tempo (Bernfeld ,

1955), As amilases do endosperma foram extraidas em 12 ml
de tampao fosfato de potadssio em pH 5,5 (0,02M). Apds cen-—
trifugacao {(3.000 g por 15') usou-se 0,2 ml deste extrato pa
ra cada rea¢ao. O substrato utilizado em cada mistura de
reagdo foi 2 ml de uma solugao de fécula de mandioca com a-
mido de milho (Arrozina - Idisa - S.P.) a 9% em. tampao fos-
fato de potassio pH 5,5 (0,02M). Os ensaios foram realiza-
dos em banho-maria a 409C. A reagao foi terminada em dife-
rentes intervalos de tempo (0 a 10 min) e para isto usou-se

2 ml do acido 3,5-dinitrossalicilico (1 g de acido 3,5-dini
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trossalicilico em 20 ml de NaOH 2M e 30 g de tartarato de
potassio e s0dio em 50 ml de &Agua destilada, completando-se
© volume para 100 ml com agua destiiada) . Apbs o término da
reagdo os tubos de ensaio foram aquecidos a 1009C em banho-
maria por 10 minutos. Para a leitura da densidade optica
de cada mistura de reagado, 0,4 ml desta solugac foram dilui
dos em 9,5 ml de agua destilada. A absorbancia da solugio

foi lida a 535 nm e os valores de densidade 6§tica obtidos
foram, em alguns experimentos, comparadosrcom uma curva pa-

drac de maltose (0-2 mg/ml).

b) Atividade proteolitica; Foi determinada me-~
dindo-se a producgac de tifosina com © tempo (Priséo et al.,
1975). As proteases foram extraidas em 6 ml de tampaoc fos-
fato de potéssic em pH 5,5 (0,02M). 2Apds centrifugagdo (
3.000 g por 15 min) usou~-se 0,5 ml deste extrato para cada
reagao. O substrato utilizado para cada mistura de reagdo
foi 1 ml de hemoglobina bovina liofilizada, a 1,5% em tam-
pao fosfato de potassio em pH 3,6 (0,02M). Os ensaios fo =~

ram realizados em estufa a 409C. A reacao foi terminada em

diferentes intervalos de tempo (0 a 5 h) e para isto usou -
se 2 ml de acido tricloroacético (TCA) a 10%. Apds a cen =~
trifugagado juntou-se, 1 ml do sobrenadante, 1 ml de NaOH e
0,1 ml do réagente Folin {(reativo de Folin Ciocalteau-Queel
Ind. Quimicas S.A.) e a absorbancia da solugdo foi lida a

r

620 nm. :

¢) Atividade de transaminases:

Medidas por cromatografia:

Num experimento preliminar foram examinadas as
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eficiéncias de dois aceptores de grupo amino, o alfa-ceto -

glutarato e o piruvato, medidas pela producgao de seus anino

acidos, glutamina e alanina, respectivamente durante a tran

saminacao:

(i) Aspartato + dcetoglutarato =—» Oxaloacetato + Glutamina

(ii) Aspartato + piruvato =3 Oxaloacetato + Alanina

Estas duas reagdes foram realizadas com 0,1 ml de aminodci=-
do, o aspartato (ASP), 0,1 ml de cetodcido, o acetogluta-
rato (a KG) ou o piruvato (PIR) e 0,1 ml de extrato de plén
tulas de milho. As misturas de reagao foram incubadas por
60 minutos em banho-maria a 309C, sendo as reagOes interrom
pidas com 0,5 ml de etancl. Aliguotas de 20 ul destes en-
saios forém aplicadas em placas de silica (Merck Typ 60) e
celulose (30 g ¢ 12 g em 100 ml de agua déstilada) para cro
matografia de camada delgada (espessura 0,3 mm). Utiliza -
ram-se os solventes fenol: dgua (80 : 20 por volume) para o
desenvolvimento ascendente do cromatograma. Terminada a

cromatografia, a placa fol deixada secar ao ar e revelada

com ninhidrina a 0,2% em etanol, sendo logo apds aquecida

‘a 1009C por 10 minutos (Turner e Redgwell, 1966),

Medidas por espectrofotometria:

‘A atividade das transaminases foi medida por u-
ma reagac acoplada (iii) a de transaminacdo (i), feagéo es-
ta envolvendo a oxidagdo do NADH (nicotinamida-adenina-di -
nucleotideo- na forma reduzida) determinada pela diminuicao
da densidade Optica lida no espectrofotdmetro a 340 nm.
Cw;ransamhmme

{ i ) Aspartato + acetoglutarat

(11i) Oxaloacetato + Napy T213to DH_ \ob 4+ Malato

» Oxaloacetato + Glutamina
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Nestas reagles um grupo amino esta sendo trans-
ferido do aspartato (doador) para o aqetéglutarato (recep-
tor), formando o oxaloacetato que na presenca do NADH e da
malatodesidrogenase, enzima normalmente abundante em teci -
dos vegetais, produz malato acoméanhado pela oxidacgao do
NADH que pode ser analisada espectrofotometricamente. O pon
.to de equilibrio da reagdo de transaminacgao{i) € fortemente
deslocado para a direita, garantindo que é formado oxaloace
tato suficiente para a segunda reagao (iii).

As transaminases foram extraldas em tampao tris
hidroximetilaminometano (Tris) 50 mM em pH 7,5, conténdo 2~
mercaptoetanocl 15 mM (1 ml/1) usando-se 3 ml de tampao por
grama de tecido fresco. Apds centrifugacdc (3.000 g por 15
min) o sobrenadante foi filtrado em gase e 1 ml deste extra
to bruto foi passado numa coluna de Sephadex G~25, previa -
nmente equilibrada com o mesmo tampao do extrato, para remo-
ver os compostos de baixé peso molecular. Todos estes pas-
sos foram realizados a 49C. Recolheram-se 4 ml do extrato
gque passaram pela coluna (pteviamente calibrada) e utilizou
se para cada ensaio enzimatico 0,1 ml, Em cada ensaio fo -
.ram utilizados, como doador de grupos amino 0,3 ml de aspar
tato 20 mM em tampao Tris pH 7,5 e 0,3 ml de aéetOglutara-
to 50 mM em’ tampao Tris pH 7,5 como aceptor de grupos amino,
Também, 0,1 ml de NaDH (1 mg/ml) foi adicionado a cada en-
saio como substrato para a reacac acoplada & de transamina-
cdo., O volume de cada mistura de reagao fol completado pa-
ra 1 ml com tampao Tris 50 mM pH 7,5. Simultaneamente, co-
mo controle, foi feito uma mistura onde se utilizaram to -

dos os componentes descritos acima, com excegao do asparta-
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to, substituido por tampdo, medindo-se desta forma, qual  -

guer oxidagdo de NaDH que nao dependa da transaminacao. Ime

diatamente apds juntar-se o extrato enzimidtico a mistura de
reagao, esta foi colocada no espectrofotdmetro e a diminui-
¢d30 da densidade Optica a 340 nm em um determinado interva-
lo de tempo foi registrada graficamente. A atividade enzi-
matica foi expressa em termos de VUmoles de aspartato tran-
saminado (ou NADH oxidado) por minuto por grama de tecido

fresco.

9) Analise estatistica:

O tratamento estatistico (anadlise de varidncia,
correlagdo e regressao linear}), foi realizado de acordo com

Snedecor. (1962).



RESULTADOS

I. CARACTERIZACAO DO MATERIAL

Para analisar a utilizagao das reservas do grao
durante o crescimento inicial da plantula foi necessario ca
racterizar o material em termos de peso, contelide proteico
e de dgua dos graos e suas partes, estabelecendo valores
normais para estes parametros dentro das populagoes estuda-

das.
Na figura 1 {(a, b) pode-se ver um histograma que

representa a distribuicdo do peso de 400 graos, escolhidos
ao acaso, dos milhos normal e cpaco-2. Notou-se que para O
normal a distribuicao foi ampla, variando de 110 mg a 470
mg, faixa que abrangeu a distribuigao do opaco, que variou
de 150 mg a 390 mg. Baseando-se nestas oﬁservagées, esco-
lheu-se graos numa faixa de peso de 60 mg considerada nor-
mal em cada populacdo, para serem utilizados nos experimen-

tos subsequentes. A faixa de peso adotada para o milho nor

mal incluia 40% dos grios e foi de 270 a.330 mg (fig. la) e
a para o opaco foi de 250 a 310 mg incluindo 55% dos graos
(fig. 1b}, devido a maior uniformidade destes. Assim, os
graos de Ma&a normal na faixa de peso escolhida, foram li-
geiramente mais pesados que os de Maya opaco-2.

Baseando-se numa amostra de 35 graos escolhidos
ao acaso numa faixa de pesoc de 200 a 400 mg, faixa esta que
incluiu a maior parte dos graos das duas variedades (fig.1l),
determinou~se o peso do embriao, representado pelo escutelo
e eixo, com a finalidade de se estabelecer a proporgdc ocu-
pada por este Orgdoc em grios de pesos diferentes (fig. 2 a

e b).
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Figura 1. Distribuicdo de pesos de quatrocentos grios toma-
dos ao acaso nas populagbes de Maya-normal (la) e
Maya~opaco-2 (1lb),

(sa...) faixa de peso escolhida

~ faixa de peso escolhida para Maya-nor -
mal (270-330 mg)

- faixa de peso escolhida para Maya-opaco
-2 (250-310 mg)
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Figura 2,

Relagao entre o peso de grdos e o peso de seus res
pectivos embrides (eixo e escutelo) para Maya-nor-

mal (2a) e Maya-opaco-2 (2b),

emb = embriao
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Notéu—se que em termos absolutos, o peso do embrido aumen -
tou com o aumento do peso do grao. Através da andlise de
regressao foi possivel estabelecer pesos de embrides para
determinados pesos de graos como também a porcentagem do pe
so total ocupaaa pelo embriac. Estes dados sao apresenta -
dos na Tabela 3. Os embrices de Maya-normal sempre foram me
nores que os de Maya-opaco-2 em qualquer peso do grao anali
sado e na faixa de péso adotada como a mais comum, o em -
brido ocupou aproximadamente 13% do peso total em Maya-nor-
mal e 16% no opaco. Além do embrifio do opaco ter sido inva
riavelmente maior gque o do normal esté tendéncia foi acen -
tuada em graos mais pesados, como pode ser verificado pelas
inclinagoes (b) das retas dadas na fig. 2 (a, b).
| Para que as duas formas de Maya analisadas fos-
sem comparadas em termos de conteﬁdd proteico e utilizagao
deste durante o crescimento, foil necessario estabelecer a
eficiéncia do método de extragao proteica. A figura 3 mos-
tra que a relagao entre o volume do solvente (NaOH a 0,1M)

e a quantidade de farinha utilizada tem que ser estabeleci-

da para a extracao total das proteinas. Assim, na extracgdo
da proteina de farinhas preparadas a partir de grdos em di-
ferentes faixas de pesos, notou~se que um volume de 10 ml
foi muito mais eficiente na extracdo de 10 mg de farinha ,
que na de 100 mg. Assim a curva inferior da fig. 3 sempre
apresentou ﬁma subestimativa da proteina total e esté erro
foi relativamente maior em graos mais pesados, como  pode
ser verificado pela comparacdo das inclinagoes das duas
curvas. Deste modo a proteina extralida de 10 mg de fari -

nha (curva inferior) para graos de 340 mg foi somente cer-

ca de 20% da extraida de 100mg de farinha (curva superior).




—d B -

TABELA 3

Relagdo entre o peso do embrido e grdos de milho de varios

pesos. O peso do embriao foi calculado através dos dados

apresentados na fig. 2 para varios pesos de graos, arbitra
riamente escolhidos, entre 240 e 400 mg

peso do grao peso do embrido % do peso do embrido

(mg) (mg) en relagao ao total

normal opaco normal opaco
240 31,6 37,7 13,2 15,7
280 37,2 45,4 13,3 16,2
320 42,8 52,5 13,4 16,4
360 48,5 59,6 13,5 16,6

400 54,1 - 13,5 -
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Figura 3. Proteina total extraida de farinhas preparadas de
graos de milho de diferentes faixas de peso

-~ (0} - proteina extralda de 10 mg de farinha em
10 ml NaOH 0,1M (1 mg/ml)

- (&) - proteina extraida de 100 mg de farinha
" em 10 ml NaOH 0,1M (10 mg/ml}
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Foi interessante notar que apesar do volume do meio de ex -

tragdc ser igual nas duas extragdes, aquela onde se utili =

zou 100 mg de farinha apresentou um conteiido proteico ex -
tralido menor. Mesmo aceitando-se que este volume de solven
te ndo permitiria a extracBo total da protelina talvez se es
peraria que a proteina extraida de 100 mg de farinha fosse
maior que a de 10 mg. O resultado obtido indicou que o vo~
lume de solvente (10 ml) utilizada se tornou rapidamente sa
turado com outros compostos sollveis, além das proteinas ,
presentes na farinha, como aglcares livres, oligossacaride-
os e amido presentes em maiores gquantidades no grao.

Assim, por causa do coeficiente de particao e-
xistente entre os varios c&mpostos gue entram na fase soli=
vel ou permanecem insoliveis no residuo, uma extracido se -
quencial em varias etapas & invariavelmente mais eficiente
do gque uma unica etapa de extragao. Pode-se notar este fa-
to na tabela 4, onde sac apresentados resultados, de 3 ex -
perimentos, da extracdo de 250 mg de farinha em varias eta-

pas sequenciais de 15 ml do meio de extragao. WNa primeira

extragdo, cerca de 65% da proteina total foi extraida, na
segunda ao redor de 20% e na terceira menos de 10%, tornan-
do possivel estabelecer-se que nestas primeiras 3 etapas de
extracdo cerca de 953% da proteina total foi extraida e que
a quarta, quinta e sexta etapas s retiram os Gltimog 5%
de proteina. FEstes dados mostraram que 4 extraéﬁes seguen-
ciais numa razdo aproximada de 1 ml/15 mg foram adequadas'
para extragdo de grande parte da proteina total. Assim fi-
cou estabelecida a impdrténcia tanto da relagac entre a guan

tidade de farinha a ser extraida e o solvente, como do nime-
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TABELA 4

Porcentagem de proteina extraida em relacdo ao total em

trés experimentos independentes. A proteina de 250 mg de

farinha de graos de milho escolhidos dentro da faixa de

peso normal foi extralida em seis etapas sequenciais de
15 ml de NaOH 0,1M

$ de proteina extraida

ETAPAS
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3

1 61,0 69,0 72,0

2 23,6 20,0 24,0

3 9,5 6,4 2,3

4 2,7 2,7 1,6
2,2 1,1 0,1
1,0 0,8 0,05

Total 100,0 100,0 100,0
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ro minimo de etapas seqienciais necessirias para se certifi
car que toda a proteina foi extraida.

De posse destes resultados, foi determinado o
contelido proteico de graos do milho normal e opaco de dife-
rentes pesos. Estes resultados sao mostrados na fig. 4 (a,
b). Para as duas formas houve uma forte correlacdo (r =
0,94) entre o contefido proteico e o peso dos grdos, indican
do que graos de maior peso tem maior quantidéde de proteina
em termos absolutos. Em cada faixa de peso analisada veri-
ficou-se que gf&os normais (fig. 4a) tem menos proteina que
os opaco (fig. 4b) e que esta diferenca & ainda maior em
grios mais pesados como & indicado pelo valor (b) da incli-
nagao das retas. Assim, no intervalo de pesos analisado ca
da acréscimo de 1 mg no peso do grio do milho opaco foi a-
companhado por um aumento de 134 1g de proteina engquanto que
para o normal este acréscimo foi de apenas 87 ug. Verifi -
cou~se também, através destes dados, que na faixa de peso
adotada como mais comum para ¢ milho normal o contetdo pro-
teico variou em 6.000 pg (12.000 - 25.000 i) e para o opa-
co esta variagao foi de 7.000 yg (22,000 ~ 29,000 ug); esta
maior variagao € representada pela maior inclinagao da reta
qﬁe correlaciona os pesos dos graos com seus conteidos pro-
teicos ja méncionada acima (fig. 4b). Na tabela 5 & mostra
da a porcentagem de proteina em relagdo ao peso seco total
do grao. Notou-se que no milho normal a concentracio de
protéina no grdo foi menor que a no opaco e que em ambos ,
esta porcentagem teve uma tendéncia de aumentar em graos
mais pesados, estabelecendo que estes tem um conteido pro -

teico relativo mailor que os mais leves.
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Figura 4. Correlacao entre o contelido proteico e o peso de
graos de Maya-normal (4a) e Maya-opaco-2 (4b) .

Cada ponto representa valores obtidos das extra-
g¢oes de farinhas preparadas de graos de varios

pesos.
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TABELA 5

Relagdo entre o conteido proteico e peso do grdo em Maya~

normal e Maya-opaco-2. Estes dados representam as médias

dos valores obtidos nas extragdes de farinhas preparadas
de graos de varias faixas de peso

. peso grao ug prot./ % prot. mat.
Variedade (mg) grao | ceca
195 11,100 5,7
255 17.800 7,0
Maya 285 22,300 : 7,8
normal - 315 24,200 7,7
375 30,900 8,2
465 34,000 7,3
195 16.300 8,3
225 | 20.900 | 8,4
Maya
285 25,600 9,0
opaco~-2
315 30,900 9,8

345 34.700 10,0
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Prosseguindo-se a caracterizagdo dos gradocs em
termos de proteinas, analisou-se a distribuicdo destas nas
diferentes partes do grao, o endosperma e embriao. Na tabe
la 6 sao apresentados os résulta@os deste estudo para ambas
as formas de Maya, em 5 faixas de pesos diferentes, entre
210 e 420 mg. Como o conteﬁdo proteico total do grao (colu
na 4) ja havia sido determinado, pdde-se estimar a quantida
de de proteina do endosperma (coluna 2) apds a determinacio
experimental da proteina do embrido ({(coluna 3) pela diferen
¢a entre os dois ~valores. Na faixa de peso de 240 a 270
mg a proteina do endosperma também foi dosada experimental-
mente e o total obtido pela soma desta com a do embrido foi
semelhante ao total determinado anteriormente para o §r50
inteiro, mostrandc a validade destes ﬁalores calculados pa-
ra o endosperma. Como pode ser visto na coluna 3, o embriao
do milho normal (Mn) possuiu um contefido proteico menor que
o do cpaco (Moplepara ambas as formas houve um aumento da
proteina do embrido acompanhando o aumento do peso do grio.

Este aumento fol relativamente maior no normal; assim, na

faixa de peso menor (210-240 mg), o valor proteico encontra
do para o embriao desta variedade representou menos de 50%
do encontrado para o opaco. Em graos mais pesados esta di-
ferenga diminuiu sendo que o valor obtido para o embrido do
milho normal foi agora somente 70 por cento do encontrado pa
ra o opaco. Novamente, no endosPermé, em termos absolutos a
forma normal mostrou um conteldo proteico menor gue o do o-
paco (coluna 2) e também, para ambas as variedades o conted
do de proteina deste Orgao aumentou em graos mais pesados .

Entretanto, as diferencgas no conteldo proteico do endosper-
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ma das duas variedades, ao contrario do que foi demonstra-
do para os embrides, foram maiores em graos mais pesados .

Assim, na faixa de 210 a 240mg houveram pequenas diferencas na
quantidéde de proteina do endospeéma e portanto as desigual
dades observadas no conteldo proteico do grao inteiro (co ~
luna 4) foram principalmente atribuidas &s diferengas pre-
sentes nos embrides; em graos mais pesados (360 a 390 mg) ©
contetdo de proteina do endosperma do opaco foi considera -
velmente maior e neste caso as diferencas notadas entre os
graos inteiros das duas variedades foram mais atribuidas ao
endosperma. Assim, desigqualdades no conteddo proteico en-
tre graos de milho normal e opaco sao mais notadas no  em-
briao em graos menores, enquanto que para graos maiores es-
tas sao devidas ao conteindo proteico do endosperma. As co-
lunas 5, 6 e 7 desta mesma tabela apresentam a porcentagem

de proteina no embriao em relagao ao contelido proteico to-
tal do grao, a concentragdo proteica no embrido (ug/mg) e

no endosperma, respectivamente. Em termos absolutos, o en-

dosperma possuiu muito mais proteina que o embriao que con-

tem aproximadamente 15 a 31 por cento da proteina total (co
luna 5). Entretanto, por causa do tamanho menor do primei-
ro, a concentrac¢ao de proteina nele (coluna 6) foi aproxima
damente o dobro que a no endosperma (coluna 7). Novamente,
também em termos relativos, em todas as faixas de peso ana-
lisadas a variedade opaco foi mais rica em proteina,stanto
no endosperma como no embrido (colunas 6 e 7).

Tendo estabelecido que a variedade opaco tem um
conteldo proteico maior que a normal prosseguiu-se a andli-

H
'

se das classes de proteinas do endosperma fracionando-ae se
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quencialmente. Em experimentos preliminares foi utilizado

um metodo de fracionamento sequencial modificado, baseado no

de Landry-Moureaux (1970), que reconhece trés classes de
glutelinas (veja Tabela 1). As ﬁodificagﬁes introduzidas
foram na extragao das albuminas e globulinas, que féi feita
separadamente, as primeiras em agua a frio e as Ultimas em
solugao salina para melhor comparar possiveis difereng¢as en
tre as duas formas. Em adic¢ao, na extragao das glutelinas
o dltimo solvente do método original foi substituido por hi
droxido de sddio 0,1M que retirou qualquer proteina restan-
te. Simultaneamente ao fracionamento‘sequencial, numa se~-
gunda amostra da mesma farinha, foi feita uma extracac da
proteina total em dez etapas, com hidrdxido de sddio a 0,1M
para se estabelecer o conteldo proteico total e se hda algu-
ma perda durante o fracionamento sequencial. Além disso, a
proteina total das fracoes foi dosada pelo método de Lowry
et al. (1951) tanto diretamente apls a extracao de cada e-
tapa como apds a precipitacao da proteina deste extrato
com acido tricloroacético a 10%, de acordo com o esquema da
pag. 61. Os resultados desta andlise sao apresentados na
fig. 5 e Tabela 7. Este experimento forneceu varios resul-
tados importantes, alguns favoraveis ao método utilizado e
outros desfavoraveis.

Analisando~se inicialmente os pontos favoraveis,
de acordo com a literatura, ficou claro que as formas normal
e opaco sao diferentes em suas classes proteicas e que © ge-
ne opaco-2, diminuindo a zeina aumenta as outras classes(al-
buminas,globulinas e glutelinas 3). Assim, pela tabela 72

pode ser visto que as albuminas e globulinas juntas que rew-
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Esquema utilizado para dosagem das classes proteicas e

proteina total do endosperma

400 mg farinha; endosperma
- Maya normal ou Maya opaco~2,;
graos na faixa normal

200 mg 200 mg
proteina total fracionamento
10 extracgoes : 19 extragoes
no mesmo em varios
solvente solventes
(NaOH 0,1M) ‘ (Tabela 1)
10 extratos 19 extratos
precipitado sem precipitado sem
com TCA precipitar com TCA precipitar

DOSAGEM DE PROTEINA (LOWRY)
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Figura 5.

proteina extraida de 200 mg de farinha de endos-

perma de graos de Maya normal (o) e Maya opaco -

5

(e) escolhidos na faixa de peso normal, por

fracionamento sequencial em dezenove etapas uti=-

lizando seis solventes:

agua - Albuminas (Alb.)

NaCl 0,5M - Globulinas (Glob.)

isopropanol 55% - Zeinas

isopropancl 55% e 2-mercaptoetanol 0,6% -
Glutelina 1 (Gl)

tampao Na,B,0, 0,05M pH 10 e 2-mercapto-
etanol 0,6% - Glutelina 2 {G2)

NaOH 0,1IM - Glutelina 3 {(G3)
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TABELA 7

Porcentagem de proteina obtida nas fragdes em relagdo ao to

tal, apds precipitagao com dcido tricloroacético (7a). To-

tais de proteina { ug) obtidos no fracionamento das classes

proteicas (i) e na extragao da proteina total em 10 eta -

pas (ii) (7B). BAs dosagens foram realizadas de acordo com
o esquema da pagina 61

A Fragoes Maya normal Maya opaco-2
Albumina 6,1 10,4
11,9 30,0
© Globulina 5,8 19,6
Zeina 32,4 » 8,3
Glutelina=-1 29,5 25,8
Glutelina-2 g,9 6,8
Glutelina-3 16,2 32,3
B Maya normal Maya opaco-2
(1) Total fragoes +TCA  ~TCA +TCA ~TCA
(19 etapas) 7662 - 7947 -
(ii) Total NalOH +TCA ~TCA +TCA ~TCA

(19 etapas) 9148 12950 8263 11850
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presentavam 12% do total proteico na variedade normal passa
ram.a constituir 30% da protelna total na variedade opaco.
Esta diferenga foi principalmente devida ao aumento das glo
bulinas que de 5,8% do total no nérma} passaram a 19,6% no
opaco, enguanto que as albuminas que constituiam 6,1% do
total no normal passaram a ocupar 10,4% da proteina total no
opaco. Deste modo, notou-se gue as albuminas e globulinas
s30 muito mais equilibradas no normal do que no opaco. Tam-
bém, no milho opaco, houve uma grande diminuig¢do na zeina
gue representou somente 25% da encontrada no normal., Em re-
lagao ds glutelinas, observou-se também um aumento total
destas na forma opaco. Esta diferenga foi totalmente devi-
da ao aumento na glutelina 3 que dobrou na forma opaco des-
de que as fracoes glutelina 1 e glutelina 2 foram maiores
no milho normal. Um segundo ponto que pdde ser notado foi
que a extragao sequencial foi bem eficiente parecendo nao
ter havido contaminagao entre as classes proteicas, assim ,
cada etapa da extracao com um mesmo solvente retirou menos
proteina glie a etapa anterior e quando o solvente foi mu -
dado, no final da extragao de cada classe, a proteina ex-
traida aumentou nitidamente. Assim na primeira extragao da
zeina (etapa 8) da variedade normal hcuve um grande aumento
na proteina extraida, seguindo a Giltima etapa das globuli -
nas (etapa 7) guando esta fragao ja foi totalmente extraida,
Consi derando os pontos desfavoraveis a éstelmé
todo, alguns fatos puderam ser estabelecidos. Primeiramen-
te, a presenca de 2-meréaptoetanol no solvente para a extra
¢a3o da glutelina 1 e 2 interferiu no método de dosagem de

proteina utilizado (Lowry et al., 1951). Assim, somente foi
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possivel apresentar os resultados obtidos no fracionamento
onde a dosagem de proteina foi feita apos a precipitacao com
acido triclorocacético (Tabela 7A), Em sequndo lugar, a pre

cipita@éo da proteina com acido tricloroacético, que seria
necessaria para evitar a interfeféncia do 2-mercaptoetanol,
diminuiu consideravelmente a proteina total recuperada. As-
sim, na tabela 7B (ii) quando a proteina total foi dosada

apbs a ?recipitaggo com acido tricloroacético a recupera -
¢8o foi sempre menor do que quando dosada diretamente sendo
a perda cerca de 30%., Esta perda consideravel foi  devida
ao acimulo de varias pequenas perdas durante a precipitacao
nas dez etapas da extracao. BAlém destas dificuldades apre=
sentadas foi dificil a precipitacao da zeina com acido tri=-
cloroacético, fato que aumentou as perdas nesta classe pro-
teica. Isto talvez explique a baixa guantidade de zZeina

recuperada para a variedade normal comparada com as gluteli
nas (Tab. 72, Fig. 5}. O total de proteina calculado a par
tir da soma das fragdes proteicas (Tabela 7B (i}) foi ainda

menor que ¢ obtido nas dez etapas da extrag&o da proteina
total (Tabela 7B (ii)),como era esperado, desde que no pri-

meiro caso houve o aclimulo de perdas de 19 etapas. Entre -
tanto, a diferenca entre estes dois totais obtidos foi en-
tre 10 e 15%, valores gque guando comparados com cerca de

30% de proteina perdida com a precipitagao com &cido triclo
roacético, tornaram possivel estabelecer que embora durante
o fracionamento tenham ocorrido péquenas perdas, estas ndao
foram significativas como as ocasionadas pela precipitacaoc
com &cido tricloroacdtico. Resumindo, embora este método

tenha mostrado as diferengas gualitativas entre o milho nor
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mal e o opaco~2, guantitativamente o método nao foi eficien
te devido a interferéncia do mercaptoetanol na dosagem pelo
método de Lowry. Isto nao pode ser evitado pela precipita-
¢ao com acido tricloroacético pois esta provocou grandes
perdas e nado foi adequada para a zeina uma das fracgoes mais
importantes para a comparacao das duas formas.

Sabendo-se pela literatura que nao existem gran
des diferencas entre as formas opaco e normal nas fragoes
de glutelina 1 e 2, fato que também foi.aemonstrado nesta a
nadlise (Tabela 7A) e que estas fragoes sdo aquelas que ne-
cessitam a presenca do 2-mercaptoetancl, foi decidido modiw
ficar este método de extracao eliminando-se as etapas onde
0 2-mercaptoetanol estava envolvido. BAssim, nos experimenw
tos subsequentes o fracionamento sequéncial foi simplifica~-
do, envolvendo somente trés etapas (Tabela 2). 2s albumi -
nas e globulinas foram extraidaé juntas ou separadas, se-
guidas pelas Zeinas numa segunda etapa e todas as gluteli -
nas foram extralidas num finico solvente (NaOH 0,1M). Este
novo método, manteve todas as vantagens do anterior, pois
mostrou as diferencas entre o milho normal e o opaco e qual
quer modificacao observada nas glutelinas pdde ser atribui-
da na sua maior parte as mudan¢as na glutelina 3. Novamen=-
te foi determinado o numero de etapas necessarias para a ex
tracao eficiente neste novo método. A figura 6 mostra a
proteina extralda de 200 mg de farinha de endosperma das va
riedades opaco e normal utilizando 10 ml do solvente em cin
co etapas para cada fragao. A proteina de cada etapa foi
determinada diretamente, pelo método de Lowry et al. (1951)

sem precipitacao com &cido triclorocacético. Do mesmo modo
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Figura 6. Proteina extralda de 200 mg de farinha do endos-

perma de graos de Maya normal (.....} e Maya o~
paco-2 (

) escolhidos na faixa de peso nor-
mal, por fracionamento sequencial em guatorze e-
tapas utilizando trés solventes:

- NaCl 0,5M - Albuminas e Globulinas (Alb. e
Glob.)

- isopropanol 55% - Zeinas

- NaOH 0,1M - Glutelinas (Glut.)
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que nas extragoes anteriores as primeiras etapas de cada

fragao retiraram a maior parte da proteina da farinha e as

Gltimas etapas retiraram pouco em relagao ao total, mos-
trando que os solventes utilizadqs foram eficientes na ex-
tracao das diferentes classes.proteicas. No caso das glu-
telinas a segunda etapa da extragao retirou mais proteina
.que a primeira provavelmente, porgue na primeira houve con
taminacao do solvente (NaOH 0,1M) com alcool da dltima eta
pa da extragdo de zeina. Este fato nd3o foi de grande im-
portancia neste experimento, ja gue na seqgunda etapa, a pe
quena contaminacao do adlcool foi completamente eliminada .
POde-se observar novamente que houve um aumento nas albumi
nas e globulinas no milho opaco, acompanhado por uma dimi—
nuigao da zeina. -

Utilizando-se este método, tanto o conteldo pro
teico de cada classe como também a proporgao ocupada px .
ele em relagao ao total foram determinados; simultaneamen-
te, foi feita uma éxtiagao da proteina total utilizando um

lote igual da mesma farinha que foi extraldo em seis eta -

pas. Estes resultados sao apresentados na Tabela 8A. 0
primeiro ponto importante a ser notado foi que o total de
rivado da soma das classes proteicas (Total 1) foi seme -~
lhante (sendo a diferencga menor que 10%) ao derivado da SO
ma das seis extrag¢Oes da proteina total (Total 2) num Gni-
co solvente (NaOH 0,1M). Notou-se também que o conteido
proteico total do“endosperma da forma opaco foi ligeiramen
te maior (ao redor de 22,000 ¥g prot) que o da forma nor-
mal (cerca de 19.000ug prot.) como 33 havia sido observado

anteriormente (Fig. 4 e Tabela 5). Analisando~se as fra-
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TABELA 8

Classes de proteinas do milho normal e opaco~2 e proporgao
ocupada por elas em relagdo ao total de proteinas no gqrio,

obtidas por fracionamento sequencial de 200 mg de farinha

do endosperma (8A). Total 1 = soma das diferentes fracdes

proteicas. Total 2 = soma das seis extracdes da proteina
total num Gnico solvente (NaOH 0,1M)

A ' Maya normal Maya opaco-2

total da % do total total da % do total

fracao{ug) geral fracdo(ug) geral
Albumina e 4 ;54 15 7.060 35
Globulina
Zeina 8.0890 38 2,570 13'
Glutelina 9.940 47 10.350 52
Total 1 21,140 100 19,980 100
Total 2 19,180 - ~21.850 -

Porcentagem de albuminas e globulinas em relacdao ao total

de proteina do grao obtidas pelo fracionamento sequencial

de 200 mg de farinha de endosperma de Maya normal (Mn) e
Maya opaco-2 (Mop) (8B) |

B - % de proteina em relacao
Fragogs aoc total
Mop Mn
Albuminas 9,6 7,1
Globulinas ' 20,0 '7,8

Total 29,6 14,9
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¢Oes proteicas obtidas (Tabela 8A) observou-se que, tanto
em termos absolutos como relativos, a fragéo de albuminas e
globulinas que também contem os aminoacidos livres foi ho
milho opaco, mais do que o dobro éue no normal. As diferen
cas entre as duas variedades foram ainda mais marcantes pa-
ra a zeina, sendo que o gene opaco-2 diminuiu esta fracao em
um tergo em relagao ao milho normal. BAssim, a zeina, que ©
cupa normal mnte cerca de 40% da protelna total da reserva
passa a ocupar somente 13% na presencga do gene opaco-2, por
centagem esta qgue &€ menor que a ocupada pela fracao de al-
buminas e globulinas (15%), proteinas menos abundantes  no
endosperma do milho normal. Como era esperado, a fracao
das glutelinas foi a menos modificada, sendo gue houve um
pequenco aumento, tanto em termos absolutos como relativos no
milho opaco.

A fragao das albuminas e globulinas foi analisa
da separadamente em agua a frio e solucac salina respectiva
mente, visto que o gene opaco~2 aumenta relativamente mais

as globulinas (Tabela 7A)., A Tabela 8B mostra os totais

obtidos para as duas fragoes que concordaram com os obtidos

no experimento anterior (Tabela 8A). Também, os totais pro

teicos das fragdes em partgcular estdo de acordo com os a-

presentados na Tabela 7A confirmando que o aumento da fra~_
cao albuminas e globulinas, provocado pelo gene opaco 2,foi

realmente devido ds gleocbulinas que constituiram o doﬁro das

albuminas e gue no milho normal as duas fracgoes foram equi-

libradas.

Finalizando a caracterizagao do material, anali

sou~se o contetdo de agua em quarenta graos, para cada for-
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ma, com diferentes pesos e escolhidos ao acaso. O peso dos

graos escolhidos para o milho opaco variou de 190 a 350 mg

e para o normal, de 200 a 470 mg confirmando novamente que
a amplitude de variacao de peso para o milho opaco foi me-
nor que a para o normal., Verificou-se gue o conteiido de a-
gua no grao das duas variedades foi semelhante., Adotando -
se o limite de confianga de 95%, obteve-se para o milho nor
mal um teor de &gua no grao de 9,2 + 0,25% e para o opaco

9,5 + 0,46%, A relagao do peso fresco do grdo contra o pe-
so seco (Fig. 7 a,b) mostrou gue para ambas as formas,gracs
mais pesados apresentaram um maior contelido de Agua. Este
aumento foi idéntico para as duas formas e € indicado pela

inclinagao da reta (b = 1,09).

II. CRESCIMENTO INICIAL E UTILIZACAQO DAS RESERVAS

Analisando-se a embebicao de grZos das duas va-
riedades, com pesos e conteiido de agua inicialmente iguais,

notou-se que o milho opaco absorveu durante as primeiras se

te horas de embebicao maior quantidade de agua e mais rapi-
damente que o normal (Fig. 8a). Esta situagdo permaneceu a
té o segundo dia de embebicao (fig. 8b) e pdde ser notado
que houve duas fases na absorcao de &gua, uma inicial mais
rapida, até por volta de sete.horas e outra mais 1ent§”apés
este periodo.

Em um experimento preliminar foi estudado o cres-
cimento inicial das duas formas com graos com pesos dentro
da faixa normal a fim de verificar o tempo em que o cresci-

mento da plantula € dependente das reservas do endosperma e
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Figura 7. Correlacao entre o peso seco (P.S.) e fresco
(P.F.) de quarenta graos de Maya normal (7a) e
Maya opaco-2 (7b) escolhidos ao acaso,



PF (mg)

P.F. {mg)

400 |

300 -

200

300 4




=76~

Figura 8. Rumento do pesc fresco (P.F.) de gri3os de Maya noxr
) durante sete

mal (.....) e Maya opaco-2 (
horas (8a) e quarenta e oito horas (8b) de embebi-
gao. Cada ponto representa a média de 15 valores.

P.5. = peso seco
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se hd diferencas na partigao deste material durante o cres-

cimento das duas formas. Assim, as pléntulas foram analisa

das nos dias 2, 5, 9 e 12 ap0s o inicio da embebigao. No -
ta-se, na figura 9 {(a, b) que o padridoc de desenvolvimento da
plantula e utilizagdo das reservas foi semelhante para as
duas formas, apesar das diferengas iniciais nos pesos dos
graos. Tanto para o milho normal como para © opaco 0 Dpeso
seco do endosperma diminuiu até o nono dia de crescimento ,
guando as reservas pareceram terminar, Este fato foi acom-
panhado por um aumento no peso seco da raiz e parte aérea ,
indicando que parte do material foi translocado para o eixo
em crescimento. A parte aérea foi invariavelmente mais pe-
sada que a raiz, em cada idade, para ambas as formas, embo-
ra esta diferenga tenha ficado menor ﬁos Gltimos dias de a-
nalise, provavelmente devido & falta de nutricdo exdgena .

Grande parte do material seco do endosperﬁa nao foi translo
cado para © eixo em crescimento mas provavelmente perdido
pela respiragao como foi indicado pelas curvas de peso seco

total que decresceram até o quinto dia. Do quinto ao nono

dia o peso seco total nao variou muito, apds este tempo o
peso seco total aumentou concomitante a um aumento exponen-
cial da area da folha 1 (Fig. 1l0a). Comparagoces do cresci-
mento dos 6rgios das duas formas, no geral, nao indicaram d&i
ferengas significativas entre elas, tanto em termos de area
foliar, como em peso seco de raizes e parte aérea (Fig. 10

a,b,c). Provavelmente, as pequenas diferencas ckserwadas ho
décimo sequndo dia de crescimento foram devidas ao peso mai
or do grao do milho normal, ao invés de diferencas intrava-

rietais.
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Figura 9. Mudangas no peso seco (P.S.) de plantulas e seus
Orgaos durante o crescimento inicial de Maya nor
mal (9a) e Maya opaco-2 (9b).

(&) - peso total; (o) - endosperma; (@ )-eixo
(O) - parte aerea; () - raiz

Cada ponto representa a média de 5 valores.
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Figura 10. Mudangas observadas durante os doze primeiros di

as de crescimento de plantas de Maya normal (o)
e Maya opaco-2 ( ®) em:

- area da lamina da primeira folha (10a)
- peso seco de raizes (10b) '
-~ peso seco da parte aérea (10c)

Cada ponto representa a média de 5 valores,

P.S. = peso seco
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Para eliminar dificuldades na comparacao do
crescimento dos dois tipos de milho surgiéas pelos diferen-
tes pesos iniciais dos graos dentro da faixa normal de cada
forma e para melhor estudar a translocagao das reservas,tan
to de material seco (equivalente~aos carboidratos) como de
protelnas, nos experimentos subsequentes, graos de mesmo pe
so foram escolhidos dentro da faixa mais comum para as duas
formas. Resultados de dois experimentos independentes sao
mostrados na Fig. 11 (a,b) onde pode ser visto que em ter-
mos de peso fresco nao houve diferengas no crescimento  do
eixo do milho normal e opaco nas etapas iniciais analisadas
e, por volta do quinto dia o eixo dos dois pesava cerca de
1 g. As mudangas no peso seco durante o crescimento  sao
mostradas na Fig. 12 (a,b). No primeiro experimento onde
estas mudangas foram analisadas até o sexto dia (Fig. 12a)
novamente observou-se que o peso seco do endosperma dimi -~
nuiu, processo acompanhado por um aumento no peso do eixo ,
sendo estas mudangas iguais para as duas variedades. 0 maior
decréscimo no peso seco do endosperma sd ocorreu depecis do
sequndo dia de crescimento, fato que foi refletido no peso
do eixo gue nao aumentou neste intervalo inicial de tempo .
Entre o segundc e sexto dias, em ambas as formas, o peso se
co do endosperma caiu de 200 mg para menos de 80 mg, o que
representa uma taxa de degradacao de 30 mg de matéria seca
'por dia, ou seja 13% do peso seco inicial do endosperma. O
peso seco total para os dois tipos de milho diminuiu conti-
nuamente durante o periodo analisado, sendo que no sexto
dia a perda total de material seco representou 25% do peso

inicial. O peso seco do escutelo do milho opaco foi sempre
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Figura 1l. Mudaﬁgas no peso fresco (P.F.) e do endosperma
(end.) durante o crescimento inicial de plantu
las de Maya normal (.....) e Maya opaco-2(
em dois experimentos (lla, llb).

)

Cada ponto representa a média de S valores.
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Figura 12. Mudancas no peso seco (P.S.) do endosperma(end.)
escutelo (esc.) e parte aérea e raiz de Maya
normal (o) e Maya opaco-2 (o) durante o cresci-

mento inicial em dois experimentos {(l2a, 12b),

Cada ponto representa a média de 5 valores.
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25% maior, ou seja possuiu 6 mg a mais, que o milho normal,
Assim, esta forma parecia ter comparativamente menos endos-
perma e mais escutelo que graos da forma normal com o mesmo
peso. Entretanto o peso do escutelo permaneceu constante

contrastando com o peso do eixo na mesma fase do experimen-—
to. Resultados para um segundo experimento onde analisou -
se as ﬁudangas no peso seco do endosperma e embriao até o
décimo quarto dia sao apresentados na Fig. 12b., Este expe-
rimento em vez de ter sido realizado em camaras de cresci -
mento, o foi em estufa, sob condigSes naturais, onde era es
perado que devido as temperaturas mais baixas durante a noi
te o processo da utilizagao das reservas e crescimento fos-
se retardado, ampliando assim, possiveis diferengaé na taxa
de degradagao das reservas das duas formas de milho. Nes -
tas condigées, o crescimento foi mais lento, como era espe-
rado. Este fato foi indicado pelo ponto onde as curvas que
representam a perda de peso pelo endosperma € ¢ ganho de pe
s¢ pelo eixo, se cruzam (quando 50% das reservas foram uti-

lizadas) que ocorreu no nono dia de crescimento (Fig., 12b),

ao invés de entre os quinto e sexto dias do experimento an-
terior (Fig. l2a). Entretanto, nao foi possivel detectar
gqualquer diferenga no crescimento inicial entre as duas
formas sendo a taxa de translocacao do material seco cerca
de 12 mg por dia paré ambas. Também, foi possivel obser -
var novamente que o peso do escutelo do milho opaco foi
maior que © do milho normal sendo confirmada ser esta dife
renga em torno de 6 mg equivalendo a 25% e que mesmo duran
te um periodo maior de andlise (14 dias) o peso seco deste

orgao permaneceu constante, estabelecendo que ele ndo foi
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utilizado. A analise do peso seco da ;aiz e parte aé-
rea (Fig. 13 a,b) feita neste mesmo experimento, confirmou
nao existir diferencas significativas no crescimento do ei-
x0 entre o milho normal e opaco. Apds o sexto dia de cres-
cimento a parte aérea foi invariavelmente maior que a raiz.

Apds ter sido estudada a degradagdo e utiliza -
¢ao do material seco do grdo, equivalente principalmente &
reserva amilolitica deste, déuuse sequéncia a este estudo
analisando-se o mesmo processo em relagdo ds reservas pro-
teicas dos dois tipos de milho. As mudangas no conteiido pro
teico entre os primeiro e quinto dias de crescimento, no en
dosperma, parte aérea e raiz, sao mostrados na Fig. 14 (a ,
b,c). POde ser visto que durante a andlise o conteldo ?rOW
teico do endosperma diminuiu rapidameﬁte. Para ambas  as
formas, entre o segundo e guinte dias de crescimento, a ta-
xa de degradacao proteica foi semelhante, equivalendo a 4,5
mg por dia. Como para a matéria seca, a diminuicao do cénw
tetudo proteico do endosperma fol acompanhada por um aumento

na proteina do eixo (Fig. l4a). Entretanto, as mudancas no

contetudo proteico destes 6rg§£os nao foram equivalentes, as-
sim, entre os segundo e quinto dias de crescimento cerca de
13,0 mg de proteina foram degradadas no endcosperma, mas so-
mente 50% aproximadamente 6,0 mg, apareceu no eixo. Obser-
vando-se a Fig. l4a pareceu que © eixo do milho opaco teve
um contetdo profeico maior que o do milho normal mas isto
foi devido ao maior conteldo proteico do escutelo (Fig., 14
b,c) do primeiro (cerca de 3,5 mg) comparado com o do segun
do (cerca de 2,0 mg). Este conteldo proteico maior do escu

telo do milho opaco nao pode ser atribuido somente ao  seu
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Figura 13, Mudangas no peso geco (P.S.) da raiz (l3a) e par
te aérea (13b) de Maya normal (o) e Maya opaco-2

(e) durante os primeiros quatorze dias de cresci
mento.

Cada ponto representa a média de 5 valores,
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Pigura 14. Mudan¢as no conteldo proteico do endosperma(end.)
e eixo (l4a), escutelo (esc.) (1l4b) e parte aérea

e raiz (l4c) de Maya normal (.....) e Maya opaco-
2 (

to.

) nos primeiros cinco dias de crescimen -

Cada ponto representa a média de 5 valores.

prot. = proteina
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maior peso (Fig. l2a), desde que a concentragao de proteina
neste orgao foi o dobro, sendo 113y g de proteina por mili~-
grama de peso no milho opaco, comparado com somente 6,5 ug/

mg do milho normal. Também foi observado gue o conteiido
proteico do escutelo permaneceu éonstante durante os primei
ros dias de crescimento (Fig. 14b).,

Como este estudo de degradag@o e incorporacgao de
proteina (Fig. 14) foi feito nas mesmas condigoes de cresci-
mento que o de matéria seca (Fig. l2a) e que o ponto onde
50% das reservas proteicas transloca@veis foram incorporadas
no eixo pareceu ocorrer antes (ao redor do quarto dia) do
que o ponto equivalente para a matéria seca (ao redor do sex
to dia), pdde-se sugerir que as reservas proteicas estao sen
do utilizadas relativamente mais rapidamente que os carboi-
dratos. Estes fatos foram, entao, analisados com mais de-
talhe em experimentos subsequentes, Nestes, foi utilizado
apenas o milho normal, desde que a comparacao anterior nédo
mostrou diferencas entre as duas formas. Na Fig. 15 (a,b )
sao mostrados os resultados obtidos para as mudangas no ma-
terial seco e protelna do endosperma e eixo em dois experi-
mentos independentes. Em ambos, durante o periodo de anali
se, notou-se uma diminuigdo no conteiido de material seco e
proteina do'endosperma acompanhada por um aumento destes no
eixo, havendo um ponto onde as curvas que representam es -
tes fenomenos se cruzam, indicando que 50% do material seco
e proteina translocaveis do endosperma foram utilizados pe-
lo eixo. Comparando-se a utilizagao relativa do material se
co e proteina, durante o periodo de crescimento analisado ,

notou-se que a do primeiro fol mais lenta que a do Gltimo e
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Figura 15. Mudangas na matéria seca (——) e no contelido pro
teico (---) do endosperma (end.) e eixo durante
¢ crescimento inicial de Maya normal em dois ex-
perimentos independentes (15a; 15b).

Cada ponto representa a média de 5 valores,

prot. = proteina
P.S. = peso seco
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assim, o ponto de cruzamento das curvas que representam es-
tes fendmenos, para proteinas foi aoc redor do quarto dia em
ambos 0S5 experimentos e para material seco ocorreu dois di-
as mais tarde, confirmando és observagoes anteriores (Fig.
12a, l4a) de que as proteinas da reserva foram translocadas
relativamente mais rapido que as reservas amiliceas (repre-
sentadas pelo material seco}. Por isto, ao redor do sexto
e sétimo dias de crescimento as reservas proteicas foram ccm
pletamente esgotadas sendo que o mesmo nhao ocorreu para o
material seco, restando ainda, nesta €poca, 40 a 50% do pe-
so inicial do endosperma. Notou-se também, que apesar da
degradagao do material seco ter tido duas fases, uma inicial
lenta até_o terceiro dia, seguida por outra mais rapida, a
degradacao da proteina pareceu ser continua e ridpida desde
o infcio da embebigdo. Andlises mais detalhadas destes re-
sultados, baseadas no calculo das taxas de degradagdao de
material seco e proteina no endosperma e incorporagéoldes -
tes pelo eixo sao mostradas na Tabela 9, confirmando hova -
mente os dois pontos principais assinalados acima. Embora
as analises nos dois experimentos tenham sido fejtas em di-
as de crescimento diferentes, notou~se uma boa concbrdéncia
entre as taxas calculadas, tanto para proteina (dada em g
degradada e "incorporada por dia) como para material seco
(dada em mg degradada e incorporada por dia).

A taxa de degradagao da proteina no endosperma
(Tabela 9A) diminuiu durante o periodo ém que foi realizado
o experimento, até o sétimo dia quando a proteina quase que
esgotou-se. Nos primeiros quatro dias, a taxa de degrada =

gdo da proteina foi ao redor de 2,900 ug/dia, representando
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TABELA 9

Taxas de degradagao (9A,B) e incorporagdo (9C,D) de protei-
na e materia seca durante o crescimento inicial de Maya
normal em 2 experimentos independéntes (exp. I e exp. II).

Cada valor representa a média de 5 medidas

A - Proteina (ug.diawl) B - Matéria seca (mg.dia_l)
dias exp. I exp. II dias exp. T exp. IT
0 -2 2,990 0 - 2 5
2 - 4 2,810 2,850 2 -3 1 14

3 - 4 33

4 - 5 - 1.,770 4 - 5 29
5 -6 520 1.080 5~-6 36 34
6 - 7 470 6 -~ 7 -

C - Proteina (pg.dia_l) D - Matéria seca (mg.dia_l)
dias exp. I exp. II dias exp, I exp. IT
2 -3 - 1.020 2 -3 - 14
3~ 4 1.140 - 3 -4 17 .16
4 - 5 2.520 4 -5 19
5 -6 - 2.730 5 -6 37 27
6 - 7 - 6 - 7 -
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18% da proteina total do endosperma. Apds este periodo es-
ta taxa diminuiu consideravelmente em cada dia, sendo que
entre osquarto e sétimo dias foi em média de 1.000 Ug/dia o
que representa 6% da reserva, ou seja, um tercgo do que esta
va sendo degradado inicialmente. Comparando-se a degrada -~
950 do material seco (Tabela 9B) com a da reserva proteica,
dois éontos que ja haviam sido sugeridos podem ser  agora
confirmados. Primeiramente, ao contrario da degradacao pro
teica, a da matéria seca comegou lenta e aumentou continua-
mente com o tempo e em segunde lugar, o material seco degra
dado fol relativamente menor, considerando o total inicial,
indicando novamente a utilizagao mais ripida das proteinas.
Assim, nos primeiros quatro dias de crescimento das plantu-
las, a degradacao da matéria seca foi em média, nos  dois
experimentos, 15 mg por dia, representanao somente cerca de
6% da matéria seca presente no endosperma da semente seca.
Apbs este periodo a taxa de degradacgdo dobrou para 33. mg
por dia ou seja, 13% do material seco original, valor este
ainda menor que a taxa de degradagao proteica entre os di-
as 0 e 4 de crescimento. Deste modo, mesmo no periodé de
maxima degradacao da matéria seca, a taxa foi menor que a
no pico de degradacao proteica que ocorreu mais cedo, en-
tre os dias 0 e 4 de crescimento.

Analisando~se a incorporagao de proteina (Tabe
la 9C) e material seco’(Tabela 9D) no eixo notou-se um au-
mento tanto na taxa de incorporacgao proteica Como na de ma
téria seca durante o periodo de crescimento analisado. Foi
observado que o material degradado no endosperma nao equi-

valeu ao incorporado pelo eixo, tanto em termos de protel~-
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na como de matéria seca, sugerindo a exiéténcia de uma defg
sagem entre a degradacao no endosperma e incorporagao pelo
eixo., Assim, a taxa de incorporagao de proteina pelo eixo
entre aésegundo e quarto dias de crescimento, foi menor do
gue a de degradacac no endosperma observada durante esta é-
poca guando cerca de 2.900 ug de proteina estavam sendo de-
gradadas por dia no endosperma e somente um tergo desta
1.000 g por dia) aparecia no eixo. Mesmo entre csquarto e
sexto dias a incorporacac de proteina no eixo ainda nao a-
tingiu estas taxas de degradagao. Em contraste, pareceu que
durante o crescimento, n3o houve uma defasagem tdc evidente
entre a degradagao e incorporacac do material seco.

A observacao de que a degradagao proteica ini-
ciou imediatamente apbs a embebicao e-pareceu ser mais rapi
da nesta fase gue a da matéria seca, foi examinada num ter-
ceiro experimento cujos resultados sio mostrados na Fig.l6.
A analise da degradacac da proteina e material seco do en-
dosperma feita nos primeiros quatro fias de embebicdo com-
provou que a degradacdc da matéria seca (Fig. l6a) foi mui-
to mais lenta que a de proteina (Fig. 16b) fato indicado pe
las inclinacoes (b) das retas. Assim, a proteina que res-
téu no endosperma apds 100 horas de embebicao foi 50% da que
estava presénte nele apos 12 horas, enguanto gue no  mesmo
periodo a perda do material seco foi menos do gue 10%. Es-
tes trés experimentos também forneceram dados sobre a rela~-
cao entre proteinas e matéria seca do eixo, tanto como so-
bre a distribuigao destes componentes nos diferentes Orgdos
do eixo (Fig. 17). Na Fig. l17a pode ser visto que houve u-
ma forte correlagao (r = 0,997) entre o conteldo proteico

do eixo e o peso seco deste. Embora estes resultados te~
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Figura 16. Degradagdo de matéria seca (16a) e proteina (16b)
no endosperma de Maya normal nos primeiros quatro
dias de crescimento.

Cada ponto representa a média de 5 valores.
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Figura 17. Correlagdo, em Maya normal, entre o contefido pro-
teico do eixo e seu peso seco (P.S.) em dois ex -
perimentos independentes (exp. 1 (e); exp. 2(0o)
(17a).

Mudangas no conteldo proteico (17b) e matdria se-
ca (l7¢) durante os primeiros dias de crescimento
na parte aérea (~--), escutelo (...) e raiz

("—""") .
Cada ponto representa a média de 5 valores.

prot. = proteina
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nham sido obtidos em experimentos diferentes, a relacao en-

tre peso seco e proteina foi sempre mantida constante duran

te o desenvolvimento, como pode ser visto pela inclinacao(b)
das retas que correlacioﬁam'esteg parametros (Fig. 17a). As
sim,.eixos com 50 mg de peso seco possuiram cerca de 4.000

ug de proteina, ou seja, 8 por cento. Em relagdo a distri
buigao das reservas nas diferentes partes do eixo foi obser
vado que © peso seco da parte aérea foi invariavelmente mai
or gque o da raiz, o mesmo sendo observado para a proteina
(Fig. 17 b,c), embora a diferenca entre estes orgaos para
proteina tenha sido consideravelmente maior. Assim, o peso
seco da raiz no sétimo dia de crescimento foi somente 75%
daquele da parte aérea, embora, em termos de proteina esta
diferenca tenha sido maior; o conteﬁdé proteico da raiz re-
presentando menos de 30% daguele da parte aérea., Deste mo-
do, em termos relativos; a parte aérea poésuindo 121 pg de
proteina por mg de peso foi ﬁm drgao muitc mais rico que a
raiz que possuiu 68 pg de proteina pér mg de peso., O escu-
telo mostrou um contelido proteicoe.dematerial seco constan-
te durante o perfodo analisado (Fig. 17 b,c). Em relagao ao
conteldo proteico, mesmo no Sétimo dia de crescimento este
orgao apresentou em termos relativos 44% de proteina a mais
que a raiz, sendo gue a concentragao na Gltima foi de 47 yug
por mg de peso seco e no escutelo foi de 68 pg por mg. A in
corporagac de proteina e material seco na parte adreae raiz
foi calculada para melhor andlise da particac destas reser-
vas durante © crescimento entre estas duas partes da plan -
tula (Tabela 10). BAtravés destes cdlculos, pode-se notar

que inicialmente, entre o segundo e terceiro dias de cresci
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TABELA 10

Partigao de proteina e matéria seca entre a parte aérea e
raiz durante os primeiros dias de crescimento de Maya noxr
mal. Cada valor vrepresenta a média de 5 medidas.

Matéria seca (mg.dia_l) Proteina (ug.dia_l

)

dias raiz parte aérea raiz parte aérea

2 -3 5,8 3,2 504 665
3 -4 9,4 9,4 452 1270
4 - 7 11,2 16,1 425 1845
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mento, a incorporacao de matéria seca na parte aérea foi me
nor que na raiz. J& entre détercei;o e quarto dias a incox
poragao na parte aérea aumentou, tornando-se igual a na raiz
e apds o quarto dia foi marcadamegte maior, superando a in-
corporacao na raiz em 50%. No entanto, em ambos os drgaos
a incorporacgao de matéria seca aumentou, indicando que até
o sétimo dia de crescimento esta reserva ndo se tornou limi
tante. Este nao foi o caso para a proteina, onde a taxa de
translocagao para a raiz caiu continuamente atd o sétimo
dia e aumentou no mesmo periodo na parte aérea. A taxa de
incorporagdo proteica na parte aérea sempre foi maior que a
na raiz para cada idade analisada, diferenca esta que é a-
centuada com o tempo. Assim, a taxa de incorporacao na
raiz entre s sequndo e terceiro dias de crescimento fol 75%
daguela na parte aérea, mas somente 23% entre oS gquarto e
setimo dias. Este fato mostrou novamente que a partigdo de
proteina e matéria seca entre a parte aérea e raiz foi desi
gual, sendo esta desigualdade maior no caso da proteina.oﬁ—
de a parte adrea representou grande fonte de consumo. A ob-
servagao de que a incorporacao de proteina na raiz diminuiu
continuamente e que a diferenéa na incorporacaoc pela parte
aerea apds o quarto dia de crescimento foi menor gue a no
inicio da embebicdo sugeriu que a proteina estava se tornan
do limitante apds o quarto dia, fato que indica novamente
que a translocacao proteica ocorreu antes e mais rapfdamen—
te que a do material seco.

Tendo estabelecido haver diferencas na hidrdli-
se e utilizagado da reserva proteica e amilacea do grdoc era

interessante determinar possiveis diferengas na degradacao
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das classes proteicas durante o crescimento inicial. Como
as duas formas analisadas apresentaram grandes diferencas en
tre estas classes, elas constituiram material interessante
para esta andlise. Assim, a degradagao das albuminas e glo
bulinas, zeinas e glutelinas do endosperma das duas formas
foram analisadas no terceiro, quinto, sétimo, décifo e déci
mo segundo dias de crescimento. Os resultados obtidos nes-
ta analise sao mostrados na Fig. 18, onde valores para o
conteldo proteico de cada classe no grio seco (Tabela 8A)sao
também incluidos. Notou-se, para ambas as formas que no in
tervalo de tempo analisado houve uma diminuicdo no contelido
proteico das trés classes estudadas, indicando a degradacao
de todas elas durante este periodo; entretanto, esta dégra—
dagao foi diferente para cada classe e entre as duas formas
de milho. Novamente as diferencas entre o conteldo absolu-
to das classes proteicas foram evidentes, o milho opaco mos
trando um baixo contetdo de zeina, acompanhado por maiores
niveis de albuminas, globulinas e glutelinas, confirmando os
dados anteriores (Tab. 8A). Considerando-se primeiraménte
as albuminas e globulinas, notou~se que nao houve diminui -
cao até o terceiro dia de crescimento, parecendo até no mi-
lﬁo normal ter havido um aumento desta fracao neste perio -
do. Na Fig. 19 sdo comparadas as taxas de degradacaoc para
cada fragao proteica entre o terceiro dia de crescimento e
o final do experimento ou o ponto onde estas classes foram
esqotadas. Pode ser visto, na Fig. 19c que do terceiro dia
até o décimo segundo, houve uma diminuigao das albuminas e
globulinas em ambas as formas, sendo esta diminuigéo mais

acentuada no milho opaco. A degradacao de albuminas e glo~
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Figura~ 18, Degradagio das albuminas e globulinas (circu -
los), zeinas (quadrados) e glutelinas (tridn -
gulos) do endosperma de Maya normal (simbolos
abertos) e Maya opaco-2 (simbolos cheios) nos
primeifos doze dias de crescimento.

prot. = proteina
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Figura 19. Degradacao da proteina total (prot.) (12a),re -
presentada pela soma das fragdes individuais,do
endosperma de Maya normal (o) e Maya opaco - 2
(0) nos primeiros doze dias de crescimento.
Relacac da degradacao das glutelinas (glut. )
(19b) , das albuminas e globulinas (alb. e globy
(12¢) e das zeinas (12d) com a idade da plantu-
la.
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bulinas neste periodo foi linear (r=0,958; p < 0,001). Tan
to para as 2zeinas como para as glutelinas, a degradagéo co-
megou imediatamente apds a embebicao, embora para as zei -
nas até o terceiro dia a hidrdlise foi mais lenta para am-
bas as variedades (Fig. 18). Em termos absolutos, a taxa
de degradagao da zeina neste periodo foi o dobro na varie -
dade normal, sendo 421 ug/dia comparada com 209 ug/dia no
opaco. Os valores para as taxas de degradacdo das gluteli~
nas neste periodo foram mais altos sendo 1670 ug/dia no mi~-
lho normal e 1970 pg/dia no opaco.

A maior taxa de hidréliseAdas zeinas foi obser-
vada entre o terceiro e sétimo dias tanto no milho  normal
.como no opaco sendo mais alta no normal. Este ponto pode
ser visto na Fig. 19d onde o valor para a inclinagdo (b )
da reta que representa a taxa de degradacao desta classe
proteica foi bem menor para a forma opaco. Assim, no ter -
ceiro dia de crescimento o milho normal continha cerca de -
tres vezes mais zeina gque o opaco, mas no sétimo dia esta di
ferenga fol bem reduzida sendo que neste ponto a zeina de-
gradéﬁel do opaco se esgotou enguanto que a do normal conti
nuou sendo degradada até o fiéal do experimento. Em rela -
¢do ds glutelinas, notou-se que a taxa de degradagio fol
semelhante para as duas formas. Isto pode ser visto na Fig.
19b onde os valores da inclinacao das retas foram semelhan-
tes, embora em termos absolutos houve maior quahtidaée de
glutelinas no milho opaco durante todos os estagios docxes~.
cimento, refletindo os dados anteriores.

Resumindo, as maiores diferencas entre as 2 fqg

mas foram na degradagado das zeinas e albuminas e globulinas
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que saoc as fracoes mais modificadas pela presenga do  gene

opaco~2, Também foi observado gue a degradacao da protei-

na total, representada pela soma da das fracoes individuais,
ocorreu mais rapidamente na forma normal do que na opaco (

Fig. 19a), estabelecendoc que houve uma diferenca na degrada
gao proteica total entre as duas formas. Isto nao foi vis-
to anteriormente onde somente os primeiros 5 dias de germi-
nagao foram analisados (Fig. l4a), periodo onde a degrada -
¢do desta reserva & maxima. Entretanto os dados da Fig. 19
corroboram esta observagdo desde que as diferengas na pro-
teina total s® comecam a ser aparentes apds o quinto dia .
A taxa de degradacac das diferentes classes proteicas foi
analisada mais detalhadamente em termos absoclutos (p g de
proteina degradada por dia) e relativos (% de proteina de-
gradada em relagao ao total inicial). Estes valores s30
mostrados na Tabela 1ll. Embora o milho opaco tenha mostra-
do taxas absolutas de degradacao de albuminas e globulinas

maiores que o normai, em termos relativos, a pr0porgéo de-

gradada foi menor. O mesmo fato nao foi observado para as

zeinas e glutelinas, onde altas taxas de degradacao em ter-
mos absolutos geralmente corresponderam a maior degradagao
em termos relativos. MAssim para Zeina maiores taxas de de-
gradagéo abéoluta foram vistas em Maya normal, enquanto que
para glutelinas estas foram observadas em Maya opaco-2. PO
de-se afirmar entdo que entre as proteinas principais da re
serva, as zeinas e glutelinas, a classe mais escassa fol de
gradada relativamente menos rapido que a classe mais abun -
dante. Finalmente, a porcentagem degradada em cada classe

proteica a cada intervalo de tempo analisado foi maior no




-115~-

TABELA 11

Taxa de degradagao das fragdes proteicas do endosperma de
Maya normal e Maya opaco-2 nos primeiros 12 dias de cresci
mento

Fragoes Dias Maya normal . Maya opaco-2

ug.dia™* % do tot. yg.dia~' & do tot.

Albuminas 37 357 44 666 36
e _
Globulinas T-12 327 55 415 30
3=7 1281 64 . 250 40
Zeinas
712 247 20 31 5
3-7 654 28 - 752 28
Glutelinas

7-12 175 10 409 20
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milho normal que no opaco, refletindo que a proteina total

para o milho normal foi degradada mais rapidamente (Fig.l9a).

Tendo estabelecido que as classes proteicas que
possuem composicoes de aminodcidos distintos, foram funda -
mentalmente diferentes entre Maya normal e Maya opaco-2 (Ta
belas 7A, 8A,B e Figs. 5, 6) e que estas duas formas degra-
daram és classes proteicas mais abundantes da reserva numa
taxa mais rapida (Fig. 18, 19 e Tabela 11), admitiu-se gque
os vaArios aminoacidos liberados pelas proteases e forneci =~
dos ao eixo em crescimento o fossem em proporgﬁes diferen -
tes para Maya normal e Maya opaco-2., Assim fol interessan-
te analisar-se a atividade de transaminases nas duas formas
de Maya, ja que estas enzimas sao.importantas na intercon -
versac dos aminoicidos da reserva em outros que serdo utili
zados pelo eixo na sintese de proteinas protoplasmaticas.

Num experimentc preliminar fol testada a gficim
encia de dois aceptores do grupo amino, alfa-cetoglutarato
(o XKG) ou o piruvato (PIR), para a formacgao do oxaloacetato

e o aminoacido correspondente numa reagao de transaminacdo

(vide Material e Métodos (i), (ii)). Os produtos das duas
reagoes foram separados por cromatografia de camada delgada
e ap0s a revelacao com ninhidrina que mostrou a presenga dos
aminoécidos; os guais se diferenciaram pela cor e mobilida-
de, notou-se que a reagao (i) foi muito mais eficiente na
produgac do seu aminodcido, glutamina (Glu) do gue a reacao
(ii) que produz alanina (Ala). Estabeleceu~se assim que o©
alfa-cetoglutarato foi melhor aceptor de grupos amino e que,
mais oxaloacetato foi preoduzido, podendo subsequentemente ser

reduzido a malato na presencga de NADH. Este resultado tam-
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bém foi confirmado espectrofotometricamente, guando na pre-

senca de extratos de raizes de milho a oxidacao do NADH foi

mais rapida na presenca do alfa-cetoglutarato do gue com ©
piruvato. Assim, o alfa-cetoglutarato, na reagéo (i), foi
escolhido como cetodcido para os ensaios subsequentes- de
transaminagao.

Os resultados apresentados na Figura 20a mostram
a diminuigao da densidade Optica (340 nm) devido ao desapa-
recimento do NADH utilizando-se um extrato do escutelo de
milho. Notou-se que no controle (curva superior) na anséné
cia de aspartato ndo houve oxidagao de NADH. Na curva infe
rior, entretanto, na presenga de aspartato (ensaio comple -
to) notou~se inicialmente uma oxidagao r&pida e linear do
NADH pelo extrato. POde também ser visto que a atividade do
escutelo foi alta e oxidou todo o NADH presente em 36 segun
dos, sugerindo gue no extrato houve niveis enddgenos de ma-
" latodesidrogenase suficientes para permitir esta oxidacao .
Isto foi ainda confirmado pelo fato de gque a adigao de NADH
ac ensaio apds 36 segundos de reagao produziu um retorno da
densidade optica ao valor inicial que foi subsequentemente
qiminuindo, na mesma taxa anterior, estabelecendo gue o pa-
tamar observado apds este tempo de reagao representou a o-
xidacao total do NADH e ndo um limite da reagao pela falta
de malatodesidrogenase.

Num primeiro experimento, a atividade de transa
minases de Maya normal foi dosada nosgquarto, sexto e décimo
diés de crescimento, no endosperma, parte aéréa e raiz e es
cutelo (Fig. 20b). Notou-se que a atividade apds o quarto

dia de crescimento foi extremamente baixa em todos os oOr -
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Figura 20, Atividade de transaminases do escutelo de milho

(Maya normal), medida pela oxidagao do NADH (di
minui¢do da D.O. 3 340 nm) num intervalo de 60
segundos (20a)

- (&) controle (sem Aspartato)

- {e) ensaio completo.

Atividade de transaminases (umoles de NADH oxi~-
dado por minuto por grama de peso fresco), nos
dias quatro, seis e dez de crescimento, no en-
dosperma (¥), parte aérea e raiz (&) e escutelo
() de plantas de Maya normal (20b).

P.F. = peso fresco
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gaos, e no quarto dia, a atividade foi muito maior noc escu-

telo do que nos outros Orgados, sendo mais baixa ainda no en

dosperma, sugerindo que os aminoicidos provenientes da de-
gradacaoc de proteinas do endosperma sao transformados prin-
cipalmente no escutelo antes de serem transportados para a
parte aérea e eixo. Tendo sido estabelecido que a ativida-
de de transaminases do escutelo foi cinco vezes maior que a
da parte aérea e raiz, somente a atividade deste Orgac foi
analisada numa comparacao entre Maya normal e Maya opaco-2.
A atividade das transaminases do escutelo de pladntulas com
dois dias de idade foi analisada e para melhor estudar a o-
xidagao do NADH, os extratos do escutelo foram muito dilui-
dos e assim a reag@o pode ser acompanhada no intervalo de
uma hora. Os resultados apresentados na Figura 21 mostram
que durante os primeiros 30 minutos de reacao esta foi 1li-
near (p < 0,001) e que a taxa de oxidagdo do NADH, indicada
pela inclinacao (b) da reta, foi maior em Maya normal. Na
fase linear da reagéo, em Mayé normal, 29,0 umoles de NADH

foram oxidados por minuto por grama de peso fresco do escu-

telo, enquanto que em Maya opaco-2, este valor foi de 13,5

umoles ou seja, somente 46% da atividade do primeiro. No-
tou-se também que este valor de 29,0 pmoles de NADH oxida-
do obtido né escutelo de Maya normal foi ainda maior que o
valor de 22,4 umoles obtido no quarto dia de crescimento no
experimento anterior (Fig. 20b), indicando que a atividade
das transaminases foi bem alta no escutelo desde ¢ inicio da
germinacao, e, apds o quarto dia, guando a mefade das reser
vas proteicas do endosperma jid foram degradadas (Fig. l4a)

diminuiu rapidamente, Esta atividade alta das transamina -
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Figura 21. Atividade de transaminases do escutelo de Maya
normal (o) e Maya opaco-2 (@), medida indireta~
mente pela oxidacac do WADH (diminuicdo da D.O.
340 nm}, num intervalo de 60 min.
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ses no escutelo, também concordou com os dados anteriores

gque demonstraram gue a degradagéo de proteina ocorre nos

primeiros dias de germinacao, pois os substratos das tran-

saminagoes sao aminoacidos.,

III. ATIVIDADE AMILOLITICA E PROTEOLITICA DURANTE O CRES -

CIMENTO INICIAL E O EFEITO DE REGULADORES

ApOs terem sido analisados os resultados da de=~
gradacao das reservas proteicas e amiliceas do grao, foi
estudada a atividade das enzimas responsaveis por esta de-
gradagéo, as proteases e amilases. Também, analisou-se o
efeito do adcido giberélico e citocininas sobre estas enzi -
mas, ja que se conhece o importante papel destes regulado -
res sobre o controle destas em alguns cereais.,

Para iniciar os estudos das atividades destas
enzimas foi necessario se estabelecer alguns pontos de meto
dologia, tais como a escolha de um substrato adequado, a es
tabilidade da enzima ap0s a extragao, o tempo, a temperatu-
ra e o pH ideais para a reagao. Para analisar a atividade
amilolitica através das medidas da maltose produzida pela
degradacao do amido, foi necessario utilizar um substrato
essencialmegte livre deste composto. Varios tipos de amido
foram inicialmente testados e obteve-se maior atividade com
a fécula de mandioca associada ao amido de milho (Arrozina
- Idisa - SP). A Fig. 22a mostra resultados de dois experi
mentos onde notou-se que a atividade amilolitica nao sofreu
mudangas no periocdo de 3 horas e meia apds a extracao, suge

rindo gque neste intervalo de tempo, as enzimas permaneceram
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Figura 22. Atividade amilolitica (D.0. 535 nm) de 0,2 ml de

extrato de endosperma de milho, apds sete minu -
tos de reacao a 409C durante um periodo de trés
horas e meia apOs a extragdo em 2 experimentos

- experimento 1 (e); experimento 2 (o) (22a)

Atividade amilolitica (D.O. 535 nm) de 0,2 ml de
dois extratos de endospermas de plintulas de mi-
lho com 7 (o) e 5 (e) dias de idade durante di-
ferentes tempos de reagao a 409C (22b)

Atividade amilolitica (D.O. 535 nm) de diferen -
tes volumes (vol.) de extrato de endosperma de
milho durante sete minutos de reacdo a 409C (22¢)

Atividade amilolitica de 0,2 ml do extrato de en
dosperma de milho, durante sete minutos de rea-
¢ao em diferentes temperaturas (temp.) (22d)
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estdveis, sem perder atividade. Ja gue 0s ensaios subse -

quentes foram realizados num intervalo de tempo menor que

uma hora apds o tecido ter sido macerado, nao houve perda
apreciavel de atividade neste periodo.

Na Fig. 22b pdde ser visto que a atividade en-
zimatica em dois extratos de pléntulas de idades diferen -
tes pefmaneceu linear (r = 0,991; p < 0,001) dentro de 10
minutos de reagéo, mostrando gue mesmo no extrato de plan-
tulas com sete dias de crescimento, cuja atividade amiloli
tica fdi maior, o substrato nao foi limitante. Também foi
notade (Fig. 22c) que a atividade amilolitica do  extrato
foi uma fungado do volume da aliguota utilizada na reacgdo
(r = 0,996; p< 0,001) e novamente, dentro dos 10 minutos
em que foi realizada a reacao o substrato ndo foi limitan-
te mesmo para a maior aliquota utilizada (0,2 ml). O efei
to da temperatura também foi analisado (Fig. 22d) e verifi
- cou~se que o aumento em atividade foi linear entre 16 e
50eC (r = 0,995; p< 0,001)., Notou-se que nas diferentes
temperaturas, ¢ aumento de 19C aumentou a atividade amilo-
1itica em 3,3 unidades de densidade Optica. Assim, para

dobrar a atividade observada a 16¢C (D.O = 0,106) a tem-

535
peratura da reagao teve que ser triplicada. O efeito do
pH, entre 4,0 e 8,0 sobre a atividade amilolitica, também
foi analisado, num ensaio de 10 minutos e & ilustrado na
Fig. 23a, onde pode ser visto que o pH teve um nitido efei
to sobre a maltose liberada na reacao de hidrélise do ami-
do, sendo a atividade amilolitica maxima observada no pH

5,7. O pH oOtimo da reacdo foi confirmado ser ao redor de

5,5 num segundo experimento (Fig. 23 b,c), sendo entao uti

lizado nos ensaios subsequentes,
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Figura 23. Efeito do pH sobre a atividade amilolitica (D.O.
535 nm) de 0,2 ml do extrato de endosperma de
milho, durante dez minutos (23a) 6, 12 e 18 mi~
nutos (23b, 23c) de reacao a 409C
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No caso das proteases, dois substratos, a casei

na e a hemoglobina bovina, foram testados (Fig. 24a). Em
cada pH analisado, a atividade proteolitica foi invariavel=-

mente maior quande a hemoglobina foi usada como substréto '
e extremos de pH tiveram efeito menor sobre a atividade pro
teolitica com a hemoglobina. Com a caseina a atividade pro
teolitica diminuiu rapidamente entre o pH 5,1 e 7,3. Além

disso este substrato nao foi sollvel em pH menor que 5,0 ,
onde pareceu, com a hemoglobina como substrato, que a ativi
dade proteolitica foi maior. Assim, nos ensaios subsequen-
tes foi utilizado a hamogldbina em pH 3,6 como substrato .

Comparada com a atividade da amilase, a da protease foi mui
to mais lenta permanecendo linear (r = 0,994) até pelo nmne-
nos 5 horas de reacao (Fig. 24b). Coﬁo para as amilases, a
atividade proteolitica dos extratos foi uma funcdo das ali~
quotas utilizadas no ensaio (r = 0,991; ? < 0,001) e nas

5 horas em que foi realizado © ensaio o substrato nac foi

limitante mesmo na presenca de 0,6 ml de extrato (Fig.24c).

Nos primeiros experimentos onde foram medidas as

atividades enzimaticas, a atividade amilolitica do endosper
ma do milho normal foi analisada e o0s resultados de dois ex
périmentos independentes sao mostrados nas Figs. 25 e 26
Observoumse'que durante o periodo de andlise o eixo aumen -
tou linearmente em peso (Fig. 25a) indicando gue estava na
fase de utilizagao das reservas. Para o primeiro experimen
to sao mostrados resultados de an&@lises de peso fresco e pa
ra o segundo de peso seco; pdde ser visto que ambos os pa-
riémetros serviram para a descricao do desenvolvimento do

eixo. A Fig. 25(a,b}) mostra claramente que no primeiro ex-
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Figura 24. Efeito do pH sobre a atividade proteolitica (D.
0. 620 nm) de 0,5 ml do extrato de endosperma
de milho durante 5 horas de reacdo a 409C uti-
lizando como substrato caseina (cas.) e hemo -
globina (hem.) (24a)

Atividade proteolitica (D.O. 620 nm) de 0,5 ml
do extrato de endosperma de milho durante di-
ferentes tempos de reacac a 409C (24b)

Atividade proteolitica (D.0O. 620 nm) de dife -
rentes volumes do extrato de endosperma de mi-
lho durante 5 horas de reacao a 409C (24c)
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Figura 25. Aumento do peso fresco, experimento 1 (o) e se-
co, experimento 2 (&) de eixos de plantulas de
milho (Maya normal) durante os primeiros dias
de crescimento em dois experimentos independen=
tes (25a)

Atividade amilolitica (ug de maltose liberadas)
de endospermas de milhe (Maya normal) com 2

(25b), 4 (25¢c) e 6 (25d) dias de idade durante
18 minutos de reacdao a 409C.

Cada ponto representa a média de 6 valores
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Figura 26. Mudangas na atividade amilolitica de endosperma
de milho (Maya normal) durante os primeiros di-

as de crescimento em dois experimentos indepen-
dentes {26a, 26b)

Cada ponto representa a média de 6 valores
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perimento a étividade amilolitica aumentou no periodo anali
sado, do segundo ao sexto dia de cresciménto. Assim, com-
parando a maltose liberada apds 6 minutos de reagao, tempo
em que o substrato nao foi limitante em nenhuma das idades,
feoi verificado que a atividade aﬁilolitica no gquarto dié foi
somente 60% da observada no sextd dia, enquanto que a no se
gundo dia foi 18%. Este aumento na atividade amilolitica tam
bém foi refletido na forma das curvas gue representam esta
atividade em cada dia de analise; assim, no segundo dia,on
de a atividade foi baixa (Fig. 25b), a reagao foi 1inéar
nos 18 minutos analisados, no qgquarto dia, o substrato tor -
nou-se limitante apos 12 minutos (Fig. 25¢), e no sexto dia
apGs 6 minutos (Fig. 25d). As mudantcas nas taxas de hidrélé
se de amido nos dois experimentos, cujos periodos de andli-
se foram diferentes, pode ser vista na Fig. 26 (a,b). Compa
rando-se os dois, notou-se que houve boa toncordéncia e que
a atividade aumentou continuamente até o sétimo dia de cres
cimento, sendo triplicada entre s terceiro e sétimo dias
(Fig. 26b) e mostrando, ap0s este periodo, uma pequena dimi
nuicao.

A atividade das proteases também foi analisada
num terceiro experimento, ne terceiro, quarto, sexto e sé-
timo dias dé crescimento (Fig. 27 a,b,c). Novamente, a a-
nalise do crescimento do eixo mostrou que o aumento em pe-
s0 seco e fresco foi linear (Fig. 27 a,b) indicando um de-
senvolvimento normal do embrizo e assim as atividades pro-
teoliticas em dias diferentes puderam ser comparadas. A a
tividade das proteases aumentou continuamente até o sétimo

dia de crescimento, embora a maior mudanga na atividade o-
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Figura 27. Mudangas no peso fresco do endosperma (o) e em-
briao (6) (27a) e no peso seco do eixo (27b) de
milho (Maya normal), durante os primeiros sete
dias de crescimento

Mudangas na atividade proteolitica (D.0. 620
nm) do ‘endosperma de milho (Maya normal) duran-

te os primeiros sete dias de crescimento(27c)

Cada ponto representa a média de 6 valores.
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correu entré o terceiro e quarto dias, sendo este aunento
guatro vezes maior que o dos proximos 3 dias (Fig. 27¢). ©
iltimo experimento desta série, analisou tanto a atividade a
milolitica como a proteolitica, num periodo de tempo mais
prolongado, até o décimo gquarto dia de crescimento, quando
se sabia que as reservas do endosperma estavam esgotadas .
Os resultados desta analise sao apresentados ra Fig. 28. No
vamente, foi observado que o eixo ganhou peso continuamente
durante o periodo de andlise e isto foi acompanhado por uma
diminuicao no peso do endosperma. Considerando, primeira -
mente as amilases (Fig. 28a) notou-se, novamente, que a ati
vidade destas enzimas aumentou linearmente do inicio da em-
bebigdo até o sexto dia. Entre o sexto e décimo segundo dia
de crescimento a atividade permaneced praticamente constan-
te sendo observada apenas uma ligeira diminuicao, entretan-
to, apds o décimo sequndo dia houve uma diminuicdo brusca
da atividade amilolitica, indicando que as reservas amild -
ceas (substrato para esta enzima) haviam se extinguido. Foi
observado que a atividade amilolitica no endosperma antes
do inicio da embebigac foi extremamente baixa.

Para as proteases, novamente houve um aumento
fépido no inicio do desenvolvimento seguido por uma fase
quase que constante, sendo o pequeno aumento, observado no
décimo quarto dia, nao significativo (Fig. 28b).

Todos ©s estudos apresentados a respeito da a-
tividade amilolitica e proteolitica em milho foram feitos
com Maya normal ja que em experimentos iniciais foi notado
que esta forma apresentou maior atividade hidrolitica que

Maya opaco-2. Assim, na Tabela 12 (A, B) sao apresentados
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Figura 28. Mudancas na atividade amilolitica (D.0. 535 nm)
(28a) e proteolitica (D.O. 620 nm) (28b) de en-
dospermas de milho (Maya normal) durante os pri
meiros 14 dias de crescimento,

Cada ponto representa a média de 6 valores
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proteoli-

agicar livre (D.0O. 630

Ma

yva normal

(Mn) e Maya cpaco-2(Moplem 2 experimentos nos dias 4 (A) e

6 (B) de crescimento

A - 1 2 _ 3
endospermas Mn Mop Mn Mop Mn Mop
1- 0,23 0,20 0,81 0,65 0,93 0,40
2 0,28 0,22 0,84 0,75 0,53 0,37
3 0,28 0,22 0,79 0,71 0,59 0,44
4 0,23 0,17 0,76 0,67 0,34 0,39
5 6,25 0,20 1,03 0,63 0,65 0,50
6 0’24 0'16 - - 0'82 0'26
Media 0,25 0,20 0,85 0,68 0,64 0,39

B - 1 2 3
Mn  Mop Mn  Mop Mn  Mop
1 0,14 0,10 0,84 0,56 0,70 0,30
2 6,16 0,07 0,76 0,65 0,97 0,70
3 0,23 0,11 0,85 0,60 0,86 0,73
4 6,23 0,03 0,82 0,52 0,94 0,34
5 0,15 0,07 0,85 0,60 0,52 0,39

6 0'17 - 0’81 — 0’69 bl

Media 0,18 0,08 0,82 0,59 0,78 0,49
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os resultados para as medidas da atividade amilolitica e
proteolitica em endospermas de plantulas normais e opaco -2
de diferentes idades obtidos em dois experimentos indepen -
dentes. Embora as densidades 6pticas.dos dois experimen -
tos nao pudessemnser comparadas diretamente, as diferencas
entre Maya normal e opaco-2, tanto na atividade amilolitica
e proteolitica, como nos quarto e sexto dias de crescimento
foram nitidas. O contelido de aglicar livre do endosperma nas
duas idades analisadas fol maior no milho normal gue no opa
co~2, que sO apresentou 60% do aglcar livre encontrado no
normal, parecendo, este fato, ser um feflexo da atividade
amilolitica (Tabela 12 A e B, coluna 3)., Também foi obser-
vado que a diferencga entre as duas formas de Maya no sexto
dia de crescimento, foi muito maior gue no guarto dia . Es~
ta diferencga foi mais marcante em termos de atividade amilo
1itica, assim, no quarto dia de crescimento, endospermas de
plantulas de Maya opaco-2 apresentaram 80% da atividade dos
de Maya normal e no sexto dia de crescimento mostraram so -
mente 40% da atividade do normal. No caso das proteasés,eg
bora as diferencas tenham sido significantes, estas nao fo-
ram tao grandes; assim, no quarto dia de crescimento a ati
vidade des endospermas de Maya opaco-2 representou 80% da
dos de Maya normal e no sexto dia 70%.

Cutros experimentos, utilizando pléntulas de
Maya normal e opaco-2 com 3, 5 e 7 dias de idade confirma -
ram estas cbservagoOes iniciais. Pode ser visto na Figura 29
(a~f) que a atividade tanto amilolitica como proteolitica ,
foi invariavelmente maior nos endospermas de Maya normal

que nos de Maya opaco-2 em todas as idades analisadas, ape-
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Figura 29. Atividade amilolitica (D.O. 535 nm) durante 12

minutos de
tica (D.OC.
(298, 29%e,

reagao (29a, 29b, 29¢) e proteoll -

620 nm) durante 5 horas de reacdo
29f) de endospermas de Maya normal

(o) e Maya
(29, 29)

Cada ponto

opaco (e) nos dias 3 (29%a, 29d), 5
e. 7 (2%¢c, 29f) de crescimento

representa a média de 3 valores
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sar de falta nos substratos, por causa da alta atividade hi
drolitica, terem aparentemente diminuido a atividade das a-

milases de endospermas de pladntulas com 5 dias de idade a-

pds doze minutos de reagac (Fig. 29b) e a das proteases de
endospermas de pldntulas com sete dias de idade, apos 5 ho-
ras de reagao (Fig. 29f). Assim pOde ser notado nestes e-
xemploé, como também nas outras idades, que para as dus for
mas de Maya, as atividades tanto amilolitica como proteoli-
ca apresentaram as maiores diferengas apbs 6 minutos e 3 ho
ras de reagao respectivamente. |

As relagbes entre o peso seco de eixos e a ati-
vidade amilolitica e proteolitica, no tempo de reagdo refe-
rido acima sao mostradas nas Figuras 30 a,b respectivamen=-
te. Primeiramente, notou-se que a relagéo entre peso sSecCoO
do eixo e atividade amilolitica e proteolitica foi rnuito
forte (p< 0,01) em todas ag idades analisadas. Em segun-
do lugar, pdSde-se observar que as regressoes foram diétin -
tas entre as duas formas, normal e opaco-2, demonstrando que
eixos no mesmo estigio de desenvolvimento, em termos de pe-
so seco, tiveram endospermas com atividade maior em  Maya
normal que em Maya opaco-2. Estes dados sugeriram que esta
diferenca foi real e nao pdde ser atribuida a uma possivel
maior fonte de consumo em Maya normal sendo possivelmente um
reflexo de uma diminuicdo na atividade amilolitica e proteo
1itica devido i presenca do gene opaco-2.

Estas diferencas na atividade hidrolitica entre
as duas formas de Maya foram analisadas com mais detalhes nu
ma comparagao entre elas nos terceiro, sexto e oitavo  dias

de crescimento. A Figura 31 mostra as mudangas no peso fres
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Figura 30. Relacao entre peso seco do eixo e atividade ami.
lolitica (D.0. 535 nm) de endospermas de plantu
la de Maya normal (simbolos vaziocs) e Maya opa-
co-2 (simbolos cheios) nos dias 3 (circulos) ,
5 (triangulos) e 7 (gquadrados) de crescimento
(30a)

Relagdo entre peso seco do eixo e atividade pro
teolitica (D.0. 620 nm) de endospermas de plan-
tulas de Maya normal (simbolos vazios) e Maya
opaco-2 (simbolos cheios) nos dias 3 (circulos),
5 (triangulos) e 7 (quadrados) de crescimento
{30b)

P.S. = peso seco
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Figura 31, Mudancas no peso fresco (P.F.) do eixo (emb) e
endosperma (end.) (31la); na atividade amiloli-
tica (D.O, 535 nm) (31b) e no contelddo de aci -
car livre (3lc) de endospermas de plantulas de
Maya normal (o) e Maya opaco-2 (e) durante os
oito primeiros dias de crescimento

Cada ponto representa a média de 5 valores



w0
[
2
-
-
T T 1 ...”. m.u 7” T /L/
"~ m " = i = o
(wugeg "'0'g) e4ay ipoONdD
o® o 08 - o . o ®
» el
A ® \
® o® c© 5, O @ -
o [w) —
0 © M
o =
w e
%
= 80 ) O®
T 4 T 1 L] /ﬂ” 1 1 Li Ll
o Q o o}
3 = 2 g g ° s 2 3
(bw) dd wugeg '0d

dias



~151-

co do eixo e endosperma (Fig. 31) no contelGdo de aglicar li-
vre no endosperma (Fig., 31c¢) e na atividade de amilases (Fig.
31b), durante esta analise. Apesar de ter sido novamente cb
servado nao haver diferengas no crescimento entre Maya nor-
mal e opaco-~2, fato este indicado pelo mesmo padrio,para as
duas formas, de aumento no peso do eixo e diminuicao do peso
do endosperma (Fig. 3la), novamente foram observadas gran -
des diferengas em termos de atividade amilolitica. Como es
tabelecido anteriormente (Tabela 12A), as diferencas entre
as atividades amiloliticas de Maya normal e opaco~2 foram
inicialmente pequenas e entre o terceiro e sexto dia de
cregscimento a atividade aumentou no endosperma das duas for
mas de Maya, sendo que na normal este aumento foi muito mai
Oor que na opaco-2 e assim, no sexto dia de crescimento a a-
tividade para a primeira foi mais que o dobro da para a dl-
tima, confirmando o observado na Tabela 1§B. Para ambas as
formas de Maya a atividade no oitavo dia de crescimento foi
menor do que a observada no sexto dia concordando com o pa-

drac de atividade amilolitica durante o crescimento anali -
sado anteriormente (Fig, 25a). Este decréscimo na ativida-
de apds o sexto dia foi maior para Maya normal que para Maya
obaco—Z. Ndvamente, o contelido de acglcar livre no endosper
ma foi um reflexo da étividade amilolitica sendo invariavel
mente maior em Maya normal e baixo no terceiro dia, aumen -
tan%o até um pico no sexto dia e diminuindo a partir desta
data. Na Figura 32 sao apresentadas as relacgdes entre 0
peso fresco do eixo e atividade amilolitica (Fig. 32a) e

entre o contelido de aglcar livre no endosperma e a ativida~

de amilolitica (Fig. 32b) para Maya normal e Maya opaco-2.
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Figura 32. Correlacdo entre o peso fresco (P.F.) do eixo e
a atividade amilolitica, medida a 535 nm, nos
dias 3 e 6 de crescimento (32a) e entre o con -
telido de agicar livre e a atividade amilolitica
(32b) do endospérma para Maya normal (simbolos
vazios) e Maya opaco-2 (simbolos cheios) nos
dias 3 (circulos), 6 (tridngulos) e 8 (trifngu-
los invertidos) de crescimento
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pode ser notado que enquanto © peso fresco do eixo e a ati-

vidade amilolitica do endosperma foram fortemente-cdrrela -
cionados (p < 0,001), esta relagdo foi marcadamente diferen
te entre Maya normal e Maya opaco~2. Ficou novamente claro
que as- diferengas entre as duas formas na atividade amiloll
tica, foram Iinsignificantes no terceiro dia e distintas no
sexto dia. Estes dados estabelecem uma diferenca signifi -
cante na atividade amilolitica das duas formas, mas nao no
crescimento da plantula como visto anteriormente, assim, es
ta diferenca nao poderia ser atribuida a uma possivel desi-
gualdade na fonté de consumo entre as duas formas, que tal-
vez influisse na taxa de hidrOlise do endosperma. Os resul
tados obtidos na medida da atividade amilolitica de endos -
permas no ﬂoﬁo dia de crescimento nao puderam sexr relaciocna
dos com' os dados 40 terceiro e sexto dias. A razdo para
este fato foi que, apds o nono dia de crescimento a ativida
de amilolitica estava diminﬁindo (Fig. 28a), enguanto o ei-
X0 continuava aumentando em peso representando entdo una
relagao negativa distinta daquela antes do pico de ativida-
de amilolitica guando ambos os parametros aumentaram  con=
juntamente.

Foi interessante notar, que embora se obtivesse
duas relagdes distintas dependentes da presenca do gene o-
paco-2 entre peso de eixo e atividade amilolitica, a rela -
g¢ao entre o contetudo de aglcar livre do endosperma e a ati-
vidade amilolitica foi uma relagﬁo continua, sendo os valo-
res obtidos para Maya normal e Maya opaco-2 distribuides u-

niformemente em relacao a uma mesma reta (Fig. 32b). Assim,

0 conteudo de agtcar livre parece ser uma funcao da ativida
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de amilolitica independente da presenca do gene opaco-2.
Tendo sido estabelecido o padraoc normal do de-
senvolvimento da atividade das amilases e proteases durante
0 crescimento, o papel do eixoc e reguladores de crescimento
neste desenvolvimento foi estudado pois eles estao envolvi-
dos no controle da hidrdlise das reservas. Este estudo foi
feito com o milho normal ja que foi encontrada atividade hi
drolitica maior nesta forma de milho. Num experimento ini=-
cial, foi analisado o efeito da remocao do eixo, apds 3 ho-
ras de embebicao, na hidrdlise das reservas. O peso fresco
e seco do eixo e o peso fresco de endospermas isolados ou
intactos sao mostrados na Fig. 33 (a,b).  Nos graos intac -
tos o peso do elxo aumentou linearmente mostrando que seﬁ
desenvolvimento foi normal e ©O peso f?esco dos seus endos -
permas diminuiu enquanto que o dos isclados permaneceu consg
tante e maior, mostrando gue O eixo constitui importante fon
te de consumo do material hidrolisado da reserva. Assim,no
sétimo dia apds o infcio da embebigdo o peso seco dos en -
dospermas intactos foi somente 60% daqueles isclados. A a-
tividade proteolitica foi analisada (Fig. 33 c,d) no quinto
e sétimo dias de crescimento e estes mostraram que O eixo
nao foi absolutamente necessario para o inicio da atividade
proteoliticé, mas na presencga dele a taxa de degradagao pro
teica foi consideravelmente maior. Foi observado também que
a atividade amilolitica (Fig. 34 a,b,c) foi maior no endos-
perma intacto que naqueles isolados e que novamente, no en-
dosperma intacto a atividade aumentou no periodo de tempo
analisado (até o sétimo dia de crescimento). BAssim, apos 8

minutos de reagao a atividade no sétimo dia foi quase cinco
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Figura 33. Mudancas no peso fresco do eixo (o) e endosperma
isolado (@) e intacto (0} (33a) e no peso seco
do eixo (33b) de Maya normal

Atividade proteolitica (D.0O. 620 nm) de endospeyx
mas de Maya normal, isoladoé (@) ou intactos(o)
nos dias 5 (33¢) e 7 (33d) de embebigao durante
5 horas de reacao

Cada ponto representa a média de 6 valores
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Figura 34, Atividade amilolitica (D.0. 535 nm) de endosper=-
mas de Maya normal isclados (e} ou intactos (o)
nos dias 3 (34a), 5 (34b) e 7 (34c) de embebigdo
durante 12 minutos de reacaoc

Cada ponto representa a média de 5 valores
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vezes maior que a observada no terceiro dia {(Fig. 34 a,c) .
No caso dos endospermas isolados, embora tenha sido notada

atividade amilolitica, esta permaneceu baixa € a taxa de hi

.

drdlise nao muaou durante o periodo analisado. No  sétimo
dia apbs o inicioc da embebigao as medidas da maltose libera
da nos graos intactos foram 40% maiores que nos endospermas
‘isolados. Estes resultados tornaram possivel estabelecer no
vamente que embora © eixo naoc seja absolutamente necessario
para o inicio da atividade amilolitica ele tem papel im~
portante no desenvolvimento desta atividade. O fato da in-
clinacdo (b} das retas que rePresentam a atividade amiloli-
tica em graos intactos ter mudado em relac@o a dos endosper
mas isolados, ficande muito maior nas etapas finais.do expe
rimento, sugeriu qgue a presencga continua do eixo foi neces-
saria para que o maximo de hidrdlise do amido fosse atingi-
-do. Estes fatos sugerem gque um fator proveniente do eixo
estimularia a atividade hidrolitica e que talvez a presenca
continua do eixo fosse necess@ria para manter esta ativida-
de. |

Esta hipOtese foi testada num segundo tipo de
experimento, onde o eixo fol removido do endosperma em dife
rentes etapas do desenvolvimento e a atividade amiloliticae
proteolitica foi analisada apds o quarto dia de embebicdo .
Resultados de dois experimentos sao mostrados na Fig. 35
(a,b,c). Em relacao ao peso fresco do endosperma (Fié.BSa)
notou-se em ambos Os experimentos que este foi menor em en-
dospermas que permaneceram mais tempo na presenca do eixo ,
sugerindo maior taxa de hidrdlise e consumo dos produtos das

reservas. Em todos os tratamentos, tanto para amilases co-
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Figura 35. Porcentagem do peso de endosperma de Maya normal,
cujos eixos . foram removidos apds diferentes
tempos de embebicao em relacao ao isolado an -
tes do inicio da embebigado (35a) em 2 experimen-
tos - experimento 1 (o); experimento 2 (o)

Mudangas na atividade amilolitica (D.0O. 535 nm. )
(35b) e proteolitica (D.O. 620 nm) (35c) de en-
dospermas de milho Maya normal cujos eixos - fo
ram removidos apbs diferentes tempos de embebi -
¢ao em 2 experimentos (experimento 1 (o); expe -
rimento 2 (o)

Cada ponto representa a média de 5 valores
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mo para proteases, foi observada atividade enzimatica no en

dosperma independentemente da etapa do desenvolvimento = em

que o eixo foi removido, estabelecendo novamente que ele nao
é absolutamente necessirio para iniciar a atividade hidroli
tica. Em ambos os experimentcs como para ambas as enzimas,
a remogao do eixo antes de cerca de 40 horas de embebigdo te
ve pouco efeito na atividade enzimatica (Fig. 35 b,c). Tal-
vez pode-se dizer que para as amilases, no segundo experi -
mento onde mais pontos foram analisados neste periodo de 40
horas, houve um pequeno aumento de atividade em endospermas
nos guais O eixo permaneceu mais tempo. Entretanto, este

aumento foi insignificante comparado com os aumentos obser-—
vados quando o eixo foi retirado apSs cerca de 40 horas. O
aumento na atividade amilolitica e protedlitica foi muito

nitido. BAssim, para as amilases, no primeiro experimentoc u
ma diferenca de somente 8 horas na preseﬁga do embriao {en-
tre 43 e 51 horas) quase que dobrou a atividade amilolitica
e no caso das proteases significantemente, no mesmo interva

lo, a atividade também aumentou marcadamente., Isto torncu

possivel estabelecer que ao redor de 40 horas apds a embebi
¢ao um fator que estimula hidrdlise proveio do eixc. A hi-
pétése sugerida anteriormente, de que a presenca continua do
eixo seria essencial para o desenvolvimento da atividade hi
drolitica maxima, foi aqui comprovada, quando, analisando -
se endospermas com O mesmo tempo de embebicao se observou
que a atividade foi maior nos que permaneceram mais tempo
na presenga do eixo.

Tendo estabelecido que o eixo tem papel impor -

tante na atividade hidrolitica e queparece haver um fator,que
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& produzido por ele apds cerca de 40 horas, que estimula eg

ta atividade,fol interessante verificar oé efeitos do acido

giberélico (GA3) e citocinina (6BA) neste aspecto, desde que

estes hormdnios *) sao importantes no controle da sintese,
liberagac e ativacao destas enzimés. Em experimentos prelimi
nares fol necessario primeiramente determinar se estes hormd
nios tém algum efeito sobre o crescimento inicial da pléntu—'
la e através destes estudos selecionar a concentracac ideal
para a obtencgao do efeito maximo. Assim, os efeitos de di=-
ferentes concentracoes de GA3 (25-500 ppm cue correspondem a
0,75 - 15 x 107%M) fornecidas durante 48 horas de embebigdo
foram téstados sobre © peso seco e morfologia dos 6rgaos de
plantulas de milho com 13 dias de idade. Em relagdo & morfo
logia da plantula os efeitos do GA3 foram marcantes, em ge -
ral produ zindo uma plantula mais alta devido a alongamento
da parte aérea, tanto da lamina foliar (Fig. 36 a,b) como da
bainha (Fig. 36c¢). Assim, a lamina foliar teve seu compri -
mento aumentado tanto na primeira como segunda folhas,de tal

maneira que em plantulas tratadas com GA; a 3 x 1074y (100

ppm) foi observado o efeito maximo e em termos absolutos o

comprimente foi dobrado. A area foliar ﬁambém aumentou e es
té aumento foi totalmente atribuido ac aumento em comprimen-
to, desde que a largura das folhas (Fig. 36d) diminuiu e nas
concentragCes mais altas esta diminuigdo foi de cerca de

30%; assim as folhas de plantulas tratadas com GA,

(*) 0 termo "hormdnio" foi utilizado por ser mais convenien
te mas a c1toc1n1na utlllzada, 6BA, por ser sintética e
denominada "regulador"” de crescimento.
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Figura 36. Efeitos de diferentes concentragoes de GA4 for-
necidas durante as primeiras 48 horas de embe -
bigao em plantulas de milho Maya normal com 13
dias de idade, no:

- comprimento (comp.) (36a2) e area (36b) da pri-
meira (&) e segunda (e) l3minas foliares

- comprimento do coleoptile (36c¢) e da bainha
foliar (36e)

- largura (larg.) das folhas (36d)

Cada ponto representa a média de 7 valores
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ficaram mais estreitas e compridas. A lamina foliar foi o
orgao mais sensivel ao Ghy nao somente porgue mostrou res-
postas maiores na concentragao Otima mas também concentra -
g&es acima desta diminuiram este efeito, embora na céncen -
tracdo mais alta a lamina foliar ainda permaneceu mais alon
gada do gue no controle. A bainha foliar (Fig. 36e) e 0 co
leOptile (Fig. 36¢) também sofreram alongamento, novamente
a concentracao de 3 x 10"4M mostrando a resposta Gtima. No
caso da bainha foliar, este aumento no comprimento foi de
150% e para o coleoptile foi de 60%. Entreténto, em ambos
os casos concentragdes mais altas nao diminuiram esta res -
posta.

0 peso seco total e dos varios Orgaos da plantu
la em diferentes concentracoes de GA, sao mostrados na Fig.,
37. Notou-se um aumento no peso total (Fig. 37a) de 90%
na concentragao de 3 x lOw4M em relagao ao controle, mas em
concentracgoes mais altas que esta houve uma diminuigéé do
peso, sendo uﬁ reflexo da diminuicao em tamanho das folhas
(Fig. 36 a,b). Este fato foi confirmado pela andlise do
peso seco das folhas (Fig. 37 b,c) onde novamente observou-
se um pico na concentragdo de 3 x 107%M, mas acima  desta
éoncentragéo houve uma pequena inibigac em relagao ao con -
trole. A raiz foi ainda mais sensivel a altas concentra =~
¢bes de GA, (Fig. 37d}, mostrandc somente 50% do peso da do
controle; entretanto a concentragéo de 3 x 10-4M provocou
uma pequena promo¢ao neste drgao. Novamente, observou - se
uma promovagdao em termos de peso na bainha, em concentra -
¢oes crescentes de GR, (Fig. 37c) até 3 x 107%M e acima des

ta houve diminuigao do peso desta parte da plantula. Os e-
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Figura 37. Efeitos de diferentes concentracoes de GA, for-

3
necidas durante as primeiras 48 horas de embe ~
bigao em pléntulas de milho Maya normal com 13

dias de idade no:

~ peso seco (P.S.) total (37a)

~ peso seco da primeira (37b), segunda e tercei
ra folhas (37c)

- peso seco da raiz (37d)}, da bainha (incluindo
o escutelo} (37e) e do endosperma (37f)

Cada ponto representa a média de 7 valores
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feitos no peso seco do endosperma das diferentes concentra-
gaes de GA3 utilizadas nao foram significativos, com exce~

950 da concentragao mais alta, 15 XJ10-4M (500 ppm) ,onde es

te Orgao teve um peso seco um pouto maior, talvez devido &
inibigdo provocada no crescimento do eixo, que naoc utilizou

normalmente as reservas. Em todas as concentracoes de Ga,

testadas, notou-se efeitos tanto morfoldgicos como no peso

das diferentes partes da plantula. Estes efeitos nao foram
gerais para cada Orgao, assim, por exemplo na concentragao
de 7,5 x 10" %M (250 ppm) pdde-se notar um efeito inibidor
no peso da raiz, nenhum no peso do endosperma € um aumen-
to no da bainha, uma diminuicao na largura das folhas, mas
- a0 mesmo tempo aumentando a area destas. Entretanto, a
concentracao de 3 x 10™%M mostrou efeitos promotores e ma-
ximos em quase todos os parametros estudados e assim foi
escolhida para os priimos estudos.

Como parece que folhas de plantulas tratads com
GA, se apresentaram mals amareladas, talvez indicando dimi-
nuicao da sintese de clorofila, decidiu-se analisar o con -

tetdo desta e de proteinas na primeira lamina foliar, de

plantulas tratadas ou nao com GA, alx 10m4M. Os resulta-

dos deste experimento sao apresentados na Tabela 13. Con -
firmando o que ja havia sido observado anteriormente, o tra
tamento com GA3 aumentou em 60% a area de primeira folha em
relagao ao controle, aumentando também o peso fresco’ desta
cerca de 35% (Tab. 13, colunas 1l e 2). Entreténto, em ter-
mos absolutos o contefido proteico diminuiu 25% em relagao

ao controle (coluna 3). Também, em termos relativos, devi-
do & maior &rea e peso da folha, as diferengas no conteldo

proteico, entre folhas de plantulas tratadas ou nao com GA3,
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foram maiores (colunas 5 e 6). Embora tenha sido notado,em
termos absolutos, um pequeno aumento no contetdo de clorofi

la de folhas de plantulas tratadas com GA3 (coluna 4), em

termos relativos (colunas 7 e 8) é clorofila fol mais con =
centrada em folhas de plantulas nao tratadas, especialmente
em termos de area devido ao seu menor tamanho (coluna 7)cor
roborando com a observacao feita anteriormente, que folhas
de plantulas tratadas com GA3 eram mals claras que as nao
tratadas.

Os efeitos de uma citocinina sintética, a 6-
benzil-adenina (6BA) sobre o crescimento inicial do milho ,
também foram testados. Em plantulas tratadas com 6B2, emn
concentragoes maiores que lOMGM, as folhas nao se expandi -
ram e ficaram enrugadas. Também, nestas concentragSes, ob-
servou-se uma diminuigao no nlmero de raizes, que se apre -
sentaram mais grossas, e um alongamento no eixo, principal-
mente na regiao do mesocdtilo. Os resultados para este ex-
perimento sao apreéentados na Figura 38 (éwd). A concentra
¢c2o de 6BA gue promoveu um aumento na drea foliar (Fig. 38c)
foi a de 10—7M, através tanto do AIargamento das folhas 1l e
2 (Fig., 38a) como no alongamento destas (Fig. 38b). Entre-
tanto, em plantulas submetidas a concentracoes dez vezes
maiores (1076M) notou-se uma inibicao destes parametros.Foi
observada uma diminujcao no peso seco da raiz e parte ag -
rea em todos os tratamentos sendo este efeito maior na raiz.
O contrario foi observado para o endosperma que teve O peso
seco aumentado em concentracoes crescentes de 6BA sugerindo
possivel diminuicdo na degradag@o das reservas. Ja que con

centracoes de 6BA maiores que 10“7M interferiram com O cres-
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Figura 38. Efeitos de diferentes concentracdes de 6BA, for
necidas durante as primeiras 48 horas de embebi
¢ao, em plantulas de milho Maya normal com 8
dias de idade:

- na largura (iarg.) (38a), comprimento (comp.)
(38b) e area (38c) das primeira (e) e sequnda
(¢) léminas foliares

~ nos pesos secos (P.S.) (38d) do endosperma(o),
parte aérea (o) e raiz (&)

Cada ponto representa a média de 7 valores
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cimento normal da plantula e nesta concentracao alguns efei‘
tos morfoldgicos foram observados ,_ em experimentos subse =~
quentes usou~se sempre 10”7M de GQA.

Estes experimentos preliminares mostraram que,
tanto o GA3 como © 6BA, tiveram efeito no crescimento ini -
cial da plantula e assim passou-se a analisar o efeito des-
tes horménios sobre a atividade amilolitica e proteolitica
no endosperma. Assim, varios ensaios analisando a ativida-
de amilolitica e proteolitica em endospermas de plantulas em
etapas diferentes de desenvolvimento foram realizados. 2pds
terem sido feitos cinco ensaios nos guails se mediu a ativi-
dade hidrolitica de endospermas de plantulas tratadas ou -
nao com GA, a 3 x lO”éM, concluiu-se gue no geral este tra-
tamento ndo teve efeito marcante sobre a atividade destas
enzimas. Um exemplo ilustrando resultados tipicos desta
série de experimentos em endospermas de plantulas com 2, 4
e 6 dias de idade & mostrado na Fig; 39 (a,b,c,d). Embora
tenha sido notado gque a atividade fol baixa no seqgundo dia

e aumentou rapidamente no qguarto dia de crescimento, como

ja havia sido observado anteriormente (Fig. 28a), nao se

notou efeitos promotores ou inibidores do GA, sobre as ami-
lases em comparagao com pl@ntulas nao tratadas. Também,até
o sexto dia de crescimento este hormdnio ndo teve efeito ég
bre o crescimento do eixo ou na degradacao da matéria seca
do endosperma (Fig. 39d), sugerindo que os efeitos nétados

anteriormente sobre o desenvolvimento da plantula s& se ma-
nifestam mais tarde. Os mesmos resultados foram observados
para a atividade proteolitica (Fig. 40 a,b,c). © desenvol-

vimento da atividade foi maior entre o terceiro e quarto dia
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Figura 39. Atividade amilolitica (D.O. 535 nm) de endosper-
mas de milho Maya normal tratados {—) ou nao
(~=) com GA,
embebicao nos dias 2 (3%9a), 4 (39b) e 6 (39c)de

durante as primeiras 48 horas de

crescimento
Cada reta representa a atividade, durante 18 mi-

nutos, do endosperma de uma plantula individual

Mudancas no peso fresco do eixo . e endosper
ma (end.) de plantulas tratadas (—) ou nao
(==) com GA3 nos primeiros seis dias de cresci-
mento

Cada ponto representa a média de 6 valores (39d)
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Figura 40. Atividade proteolitica (D.0O. 620 nm) de endos-
permas individuais de plantulas de milho Maya
normal, submetidas ao tratamento com GA3 (@)
ou nao (a), com 3 (40a), 4 (40b) e 6 (40c) di=

as de idade, durante 5 horas de reagao
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de crescimento tornando-se constante apds este periodo, con
frmando o observado anteriormente (Fig. 2%, 28b); enﬁreta&
to este padrao de desenvolvimento de atividade foi indepen-
dente dos tratamentos com GA3.

| Embora, no geral tenha ficado evidente que o}
GR, nao teve efeito sobre a atividade hidrolitica, observou-
se, em todos os ensaios, que endospermas de plantulas indi-
viduais que apresentaram as maiores atividades foram os de
pléntulas tratadas com GA, e as mais baixas em plantulas con
trole; nao foi entretanto, possivel distinguir a atividade
da maioria das plantulas, tratadas ou nao com GAB.Em um 4os
ensaiés preliminares, todas as plantulas mostraram ativida-
de amilolitica maior gue as nado tratadas, o qﬁe su§eriu- um
efeito promotor real do GA

3

bém foi notado neste exemplo que os eixos de todas as plan-

neste caso (Fig. 41 a,b,c)., Tam

tulas tratadas apresentaram maior peso seco (Fig. 41d) suge
rindo talvez um efeito da fonte de consumo na hidrdlise da
reserva. Assim, a relacao entre o peso seco do eixo e a a%
tividade amilolitica foi analisada durante varias etapas do
desenvolvimento nao somente heste experimento (Fig. 42a) ,
mas também nos outros anteriores, dos quéis os apresentados
na Fig., 42 (b,c) sao exemplos caracteristicos, onde o GAg,
no geral, naoc mostrou efeitos nem na atividade nem no cres-
cimento do eixo. Primeiramente, notou-se que a relacgao

entre o peso seco do eixo e a atividade amilolitica foi po-
sitiva e altamente significativa (p < 0,001), como ja havia
sido observado anteriormente na comparagao entre Maya nor -
mal e Maya opaco-2. BAdicionalmente, os valores (b) para as

inclinagoes das retas obtidos pela relacdo entre os aumen -

tos no peso seco do eixo e na atividade amilolitica do en-
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Figura 41. Atividade amilolitica (yg de maltose liberadas)
de endospermas individuais de milho Maya nor-
mal submetidos ao tratamento com GA3 (@) ou
nac (&) nos dias 4 (4la), 6 (41b) e 8 (4lc) do
crescimento, durante 12 minutos de reagdo., Au-
nento do peso seco (P.S.) do eixo, nos dias 4,
6 e 8 de crescimento em plantulas tratadas (e)

ou nao (&) com Gaq (414)

Cada ponto representa a média de 3 valores
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Figura 42. Re lagao entre o peso seco (P.S.) do eixo e
atividade amilolitica (Mg maltose liberadas )
de endospermas individuais de plantulas de mi
lho Maya normal com 4 (o), 5 (o) e 6 () dias
de idade (42a) ou 3 (V) e 5 (0) dias de idade
(42b) ou 2 (), 4 (©) e 6 () dias de idade
(42¢) tratadas (simbolos cheios) ou naoc  com
GA4 (simbolos vazios)
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dosperma, foram semelhantes, indicando que esta relacdo foi

constante e € reproduzivel apesar de existirem pequenas va-

riagoes experimentais ndo controlaveis, tanto nas condigdes
de cultura.ccmo nas do ensailo., Entretanto, o efeito do GAB
nao ficou esclarecido. Assim, notou-se (Fig. 42a) que embo
ra tivesse havido relagao significativa entre atividade ami
lolitiéa, peso seco do eixo e a idade da plantula durante as
trés etapas (dias 4, 5 e 6) do desenvolvimento analisadas,
em cada etapa, as pléntulas tratadas com GA3 mostraram inva
riavelmente peso seco e atividade amilolitica maiores que
as plantulas nao tratadas, sugerindo um efeito promoﬁor do
GAjﬁ sEntretanto em analises de outros experimentos (Fig, 42
b,c) o efeito promotor do G4 nao foi observado, sendo que
os valores obtidos para a relagao da atividade amilolitica
do endosperm a com o peso seco do eixo, tanto para plantulas
tratadas com GA, como para as nao tratadas, foram dis?ribui—
das uniformemente em relagao a reta de correlacdo dentro de
cada etapa do desenvolvimento. Assim, nao foi possivel de-~

finir se a atividade amilolitica maior, observada tanto em

plantulas tratadas como nas nao tratadas com GA3 , foi
simplesmente fungao do crescimento do eixo, mais ativo em
algum as plantulas que em outras, ou se realmente houve um e
feito do GAé'na promocao tanto no crescimento do eixo como
na atividade amilolitica do endosperma ou na promog¢ac de um
destes fatoxes‘através do outro., Novamente esta relagdo sd
pode - ser analisada na fase em que a atividade amilolitica es

ta aumentando juntamente com o peso seco do eixo. Por este

motivo, a relagao entre atividade proteolitica e o peso se -
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co do eixo nao pdde ser feita, uma vez que as anilises fei-
tas no gquarto e sexto dias ja representaram atividades ma-
ximas (Fig. 27c).

0 fato do GA, nao estér produzindo efeitos mar-
cantes na atividade hidrolitica de endospermas de plantulas
tratadas, talvez seja devido ao tratamento com concentra -
¢oes relativamente altas deste hormdnio, que produzem efei-
tos morfoldgicos em etapas mais adiantadas do crescimento,
mas nao afetam a atividade das enzimas hidroliticas. Assim,
trés experimentos foram realizados utilizando-se concentra-—

4 7 6

¢Ges menores que a de 3 x 1070 M de GA, (107'M, 107°M e

3
10"5M). Novamente nao foi possivel se observar um efeito
nitido do GA; embora parega que estas concentracoes foram

mais efetivas do que 3 % JLO_4

M de GR, na promogao da ativi-
dade amilolitica nos casos em que esta promogdo ocorreu. Na
Tabela 14 (ARC) sao mostrados os valores obtidos para as a-
tividades amiloliticas de endospermas de pléntulas indivi-

duais tratadas ou nao com GA3 em diferentes concentracoes em
trés experimentos.

Para melhor visualizacao dos resultados, os va-
lores de atividade amilolitica foram organizados, em cada
coluna, em ordem crescente. Novamente, as mesmas tendénci-
as notadas nos tratamentos com GAy a 3 x 10“4M foram aparen
tes., Assim, os maiores valores de atividade amiloli@ica en
contrados foram para endosperﬁas de plantulas tratadas com
GA,; sendo esta tendéncia mais marcante em concentracoes de
lO"SM, embora os outros valores obtidos para plantulas tra-
tadas tivessem permanecido dentro da variacdo dos valores

encontrados para plantulas nao tratadas. Confirmando as ob
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Atividade amilolitica (D.O. 535 nm) de edospermas de milho

normal tratados ou nao com GA, a 107 10"%u 107° M

em trés experimentos (A, C)
Tratamento -7 -6 ~5
‘ Controle 10 M 10 ™M 10 ™™

Plantas

a 1 0,47 0,70 0,67 0,67
2 0,71 0,78 0,72 0,84
3 0,75 0,79 0,82 0,94
4 0,77 0,81 0,89 1,04
5 - 0,82 0,95 1,06

B 1 0,31 0,35 0,30 0,45
2 0,32 0,37 0,40 0,47
3 0,33 0,44 0,44 0,53
4 0,34 0,47 0,49 0,53
5 0,44 0,56 0,50 0,58
6 0,46 0,68 0,50 0,67

c 1 0,26 0,28 0,35 0,27
2 0,33 0,39 0,35 0,37
3 0,38 0,54 0,48 0,46
4 0,38 0,69 0,51 0,50
5 0,42 - 0,84 0,51
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servagSes anteriores, a relagéo entre peso seco do eixo e
atividade amilolitica (Fig. 43) nos diferentes tratamentos
con Gh, foi fortemente significativa e positiva (p < 0,01).
Entretanto, a andlise destes dadgs, mostrou que os valores
de atividade ocbtidos para plantulas nao tratadas e para ca-
da tratamento estao dispostos uniformemente em relacao a
reta que correlaciona peso seco e atividade. Assim nao foi
possivel definir uma concentracgao de Gr; que produzisse um
efeito 6timo e novamente nao fol possivel dizer com certeza
se a maior atividade foi um efeito direto do GA3 na sintese,
ativagao ou liberacao de enzimas ou indiretamente promoven-
do o crescimento do eixo ou uma combinacao destes fatores.
Nos experimentos subsequentes, possiveis efei -
tos do 6BA a 10“7M sobre a atividade hidrolitica do endos -

perma, foram analisados sendo também novamente acompanhados

os efeitos do GA, (10“5 ). Na Tabela 15 sao apresentados os

valores de atividade amilolitica e proteolitica encontrados
em endospermas de plantulas com sete dias de idade nos dife
rentes tratamentos. Notou-se nac haver promogao ou inibi -
¢cao destas duas enzimas em gualquer dos tratamentos, indi -
cando novamente gue © GA3 nao teve efeito marcante sobre a
atividade hidrolitica do endosperma e que talvez com o 6BA

aconteca o mesmo.

Como os resultados indicaram, pareceu que pos-
siveis efeitos destes reguladores sdo pequenos e varidveis
e 38 que foi observado que a atividade hidrolitica precisa
de um estimulo proveniente do eixo (Fig. 35) e gue endosper
mas isolados apresentam atividade amilolitica baixa (rig.

34) fol decidido testar o efeito do 6BA e do GAB separados
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Figura 43. Correlagcao entre o peso seco (P.S.) do eixo e
atividade amilolitica (D.O. 535 nm) de endos-

permas individuais de milho Maya normal de
plantulas com 9 (43a) e 6 (43b) dias de idade
tratadas com GA, a 10™°M (o), 10" %y (©), 10”7

3
M (0) ou nao (0) durante as primeiras 48 ho -

ras de embebicao
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Atividade amilolitica (D.O. 535 nm) apds 6 minutos de rea -

cao (A) e proteolitica (D.0. 620 nm) apds 3 horas de

rea -

gao (B) de endospermas de plantulas de milho normal com 7
dias de idade tratadas ou nao com GA, (lO"SM)e GBAGSJ%M

s

Tratamento

Controle GA3 6BA

Plantas
A 1 0,38 0,23 0,29
2 0,25 0,27 0,26
3 0,28 0,31 0,38
4 0,26 0,30 0,30
5 0,30 0,24 0,27
6 0,22 0,27 0,31
X (média) 0,28 0,27 0,28

Tratamento

Controle GA3 6BA

Plantas
B 1 0,64 0,48 0,50
2 0,53 0,53 0,49
3 0,64 C,63 0,52
4 0,51 0,66 0,64
5 0,62 0,49 0,67

6 0,42 0,59 -~

X {(média) 0,56 0,56 0,56
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ou juntos em endospermas isolados para melhor detectar pe-
quenas mudan¢as na atividade hidrolitica. BAssim, as ativi-
dades amilolitica e proteolitica de endospermas isolados

ou intactos tratados ou naoc com GAB e 6BA foram analisadas
apds sete dias de embebic@o. Os resultados obtidos nas me-
didas da atividade amilolitica em dois experimentos indepen
dentes sao mostrados na Tabela 16, Foi observado, que em

ambos os experimentos a atividade amilolitica de endosper -

mas com eixos nao foli significantemente afetada por trata
mentos com GA3 ou 6BA (Tabela 16 A e B; colunas 1, 2 e 3; e
16C) confirmando os resultados obtidos anteriormente (Fig .
39; Tab. 15), Também nao foram observadas diferencgas signi
ficativas na atividade amilolitica de endospermas isolados

entre os trés tratamentos (Tabela 16 A e B, colunas 4, 5 e

6; e 16C). Entretanto, comparando a atividade de endosper-
mas com eixo com a dos isolados, a diferencga observada foi
altamente significante, independente do tratamento. Este fa
to, estabeleceu novamente gue a presenca do eixo €& necessa-
ria para o desenvolvimento normal da atividade amilolitica
que ficou reduzida a trinta por cento nos endospermas iso =~
lados em relacao aos com eixo e ainda, que os pré-tratamen-
tos com estes reguladores nao foram capazes de substituir o
eixo, Os resultados obtidos para a atividade proteolitica
foram semelhantes, nao sendo observados efeitos promotores

ou inibidores do GA; ou €BA em endospermas COm Ou sem ei-

x0s, sendo que a atividade nestes Gltimos foi bem menor, co
mo ja havia sido observado anteriormente (Fig. 33 c,d; Fig.
34). Também, nestes experimentos foram testados pré-trata-

mentos com GA3 seguidos pelo tratamento com 6BA ou pré-tra-
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TABELA 16

Atividade amilolitica (D.O. 535 nm) em endospermas de milho

normal com (+) ou sem (~) embrides tratados ou nao com GA3

(lO“SM) e 6BA (10—7M) em 2 experimentos (16 A, B). Analise
de significamncia dos resultados obtidos (16 C)

com embrizao : sem embriao
1 2 3 4 5 6
controle GA3 6BA controle GAB 6BA
b 1 0,64 0,64 0,96 0,15 = 0,23 0,25
2 0,69 0,50 0,73 0,26 0,36 0,20
3 0,46 0,58 0,74 0,17 0,32 0,24
4 0,59 0,63 0,61 0,27 0,33 0,26
5 0,42 0,71 0,61 0,19 0,34 0,14
X 0,56 0,61 0,73 0,21 0,32 0,22
B 1 6,37 0,50 0,52 0,19 0,11 0,14
2 0,61 0,58 0,43 0,13 0,17 0,16
3 0,67 0,51 0,34 0,21 0,14 0,12
4 0,60 0,48 0,48 - - -
5 0,58 0,37 0,39 - - -
X 0,57 0,49 0,43 0,18 0,14 0,14
c cont.{+) cont.(=-}) GA{+) GA(=) 6BA(+) 6BA(-)
Cont. (+) ' *kx N.S. ok N.S.  **%
Cont. (~) LA N.S5. ok N.S.
GAR (+) hokk N.S. LA
GA (=) * & A N.S.
6BA (+) kkk
(*) N.S. = diferen¢a nao significativa

*%% . diferenca significativa a nivel de 0,001%
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tamentos com 6BA seguidos por GA3 e nao foram observadas ai
ferencgas significativas tanto em endospemmas com eixos como
nos isolados.

Finalmente, como foi estabelecido existir dife-
renga entre a atividade amilolitica do endosperma de Maya
normal e a do Maya opaco-2 (Tabela 12, Fig. 29-32) foi inte
ressante verificar se o GA3 teria algum efeito em Maya opa-
co-2 cuja atividade fol mais baixa talvez devido ao nivel
endogeno deste horménio. Assim a atividade amilolitica do
endosperma de pléntulas coﬁ sete dias de idade (proximo ao
pico de atividade das amilases) tratadas ou nao com GAB,foi
analisada e os resultados sao mostrados na Fig. 44,  Verifi
cou-se que O Gh, nao teve efeito sobre a atividade amiloli-
tica tanto em Maya normal, como era esperado, como em Maya
opaco-2. Entretanto, pdde-se notar novamente a diferenca an
teriormente observada entre as atividades amiloliticas do
endosperma das duas formas de MayaISQndo a do opaco-2 bem

mais baixa gque a do normal.
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. Figura 44. Atividade amilolitica (D.0O. 535 nm) durante 10
min, de endosperma de plantulas de Maya normal
(quadrados) e Maya opaco-2 (cifrculos) com 7
dias de idade, tratadas (simbolos cheios) ou
nao (simbolos vazios) com GA, (lO—SM) nas pri-
meiras 48 horas de embebicao
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Verificou-se, no presente trabalho, a existeén-
cia de diferencas na aparéncia dos grdos de milho opaco-2 e
normal; os do opaco 2 eram amarelados, com um endosperma fa
rinhento e quebradigo. J& os do normal tendiam ao alaranja
do e eram mais resistentes d moagem, concordando com as ob-
servagoes de Alexander et al. (1969).

Concordando com Nelson (1966) observou-se que
0s graos de milho opaco-2 tinham uma tendéncia a serem me-
nores e mais leves (Fig. 1 a,b) do gque os do normal,

Os embrioces de Maya opaco-2 eram invariavelmen-—
te mais pesados, tanto em termos absolutos como relativos,
que os de Maya normal em gracos de mesmo peso (Fig. 2 a,b ;
Tab. 3), sendo esta diferenca atribuida ao escutelo que era
mais pesado em Maya opaco-2 (Fig. 12 a,b).

O conteldo proteico do grac de milho opaco - 2
era maior que o do normal {Tab. 5, Fig. 4 a,b) tanto no en-
dosperma como no embriao (Tab. 6, colunas 2, 3 e 4). Entre
tanto, nas duas formas o conteﬁd@ proteico era positivamen-—
te correlacionado com o peso do grao (p ¥ 0,001), tanto em
termos absolutos como relativos. Em ambas as formas, por
causa do seu maior volume, o endosperma apresentava &m con-
tetido proteico maior que o embriaoc (Tab. 6, colunas 2 e 3).
0 mesmo, entretanto, nao ocorria em termos relativos (Tab .
6, colunas 6 e 7), demonstrando que o embrido & &rgao rico
em proteina., Novamente, o embriao do milho opaco-2 sempre

apresentou maior conteldo proteico, tanto em termos relati-
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vos como absolutos, gque o do normal; Foi interessante no -
tar que com o aumento do peso do grgo, a relagao da distri-
buicao da proteina da reserva entre o endosperma e o embrido
era oposta para os dois tipos de gilho. Em graos leves de
Maya normal, o embriao, como componente do grao inteiro, e -
ra relativamente mais pobre em proteinas que o do opaco- 2
(em graos de mesmo peso); em graos mais pesados esta dife -
renga diminuiu (Tab. 6, coluna 5). O mesmo nao foi verdade
para o contelido proteico do endosperma, onde a maior dife -
renca entre a forma opaco e normal foi observada em graos
mais pesados, sendo esta diferenca diminuida em graos de me
nor peso. Assim, enquanto graos de pesos iguais da forma
opaco-2 sempre apresentam maior contelddo proteico que os da
normal, em graos mais pesados estas diferencas podem ser a-
tribuidas principalmente ao endosperma, e em graos mais le-
ves a diferenga no conteGdo proteico pode ser atribuida ao
embriac (eixo e escutelo).

Comparagoes entre as classes de proteina do en-
dosperma de Maya normal e opaco~2 (Fig. 6, Tab. 7A, Tab .
8 A e B) baseadas no método de fracionamento sequencial de
Landry e Moureaux (1970), confirmaram os efeitos do gene
opaco-2 sobre a composicao das proteinas do endosperma
(Mertz, Batés e Nelson, 1964). Isto refletiu o fato de que
o aumento em lisina, de grande importadncia no melhoramento
de milho, observado no mutante, ocorreu nao dewvido a'mudanw
gas dos amindcidos em si, mas sim através de um aumento nas
albuminas e globulinas, acompanhado por uma diminuig&o na
zeina, classe proteica particularmente pobre em aminodci -
dés basicos (Sodek e Wilson, 197la; Paulis, Bietz e Wall ,

1975). Além disto, Righetti, Gianazza, Viotti e Soave
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(1977) observaram que nao seria provivel a existéncia de mu
tantes de milho com 2eina enriquecida por lisina pois, para

serem "empacotadas" pela membrana do corpo proteico, onde

as zeinas sao normalmente encontradas (Christiansson et al.
1969; Wolf et al. 1967), parece Que nao podem tolerar altas
concentragoes de aminoidcidos bisicos na sua estrutura. BAs-
sim, no presente trabalho verificou-se gque no milho normal
a zeina representou 40% da proteina do endosperma e foi re-
duzida para 13% no opaco (Tab. 8A), enquanto que a fragao
solivel em solugSes salinas que representou 15% no normal,
aumentou ne opaco para 35%. Também observou-se um aumento
nas glutelinas do opaco-2, embora este tenha sido menor .
E de interesse que, embora ambas as albuminas e globulinas

foram aumentadas na reserva do opaco-2, este aumento foi
relativamente maior nas globulinas {(Tab. 7 e 8B). Assim ,
por eletroforese, Paulis et g&. (1975) verificaram gue va -
rias bandas presentes nas globulinas do opaco-2 eram guase
gue ausentes no milho normal. Como as élbuminas e globuli~-
nas representam as enzimas do grao, talvez este fato refli~-
ta diferengas nas atividades destas enzimas, o que tambeém

foi sugerido por Dalby e Davies (1967) e Wilson e Alexander
(1967) .

.Todos estes dados, a respeito das diferencgas nos
graos, tanto em termos de peso como de proteinas, provoca -
das por diferengas fundamentais no metabolismo durante a ma
turagao do grao na espiga, refletem a hipdtese de  Munck
(1872) que sugere que talvez o gene opaco-2 possa afetar o
metabolismo geral da plantula, embora sua expressao seja mais

facilmente manifestada no endosperma.
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Folkes (1970) levantou a hipétesé de que os ni-
vels relativos das proteinas da reserva em cereais sao de-
terminados pelo fornecimento de aminodcidos durante a matu-
ragao; e se assim for talvez as proporcdes dos drgdos (en -
dosperma, escutelo e eixo) nos graos possam também ser modi
ficadas, pols cada um tem uma composigao proteica diferente,

Foi verificado que em graos de cevada o conted-
do das prolaminas é relativamente maior em gracs com alto
contelido proteico (Bishop, 1928; Urion e Golovtchenko '
1940; Metivier, 1976). Estes graos sao geralmente produ -
zidos em condigOes em que o nitrogénio do solo nao é limi -
tante até o fim da maturacao do gr@3o. Assim, a espiga n3o
somente recebe aminoacidos das folhas senescentes, mas tam-
bém sintetizados pela raiz. Esta observacdo levou Folkes
(1970) a sugerir gue na semente em desenvolvimento, as pro-
laminas, com alto conteldo de proiina e glutamina, utilizam
aminoacidos provenientes das raizes e estes sa0 inc0r§ora -
dos diretamente em hordéina(prolamina de cevada) sem sofre-
rem modificagoes.

Estudos sobre as mudangas na sintese das protei
nas da reserva durante a formagao do grao, revelaram gue no
milho opaco-2 a sintese de albuminas e globulinas aumenta
continuamente durante a maturacao do graoc na espiga, ao con
trario do que é observado no milho normal que apresenta ni-
vels constantes e baixos de sintese destas classes. A sin-
tese de zeina, entretanto, & comparativamente baixa no mi-
lho opaco-2, enquanto gue no normal aumenta rapidamente 30
dias apds a fertilizagao (Murphy e Dalby, 1971; Moureaux e

Landry, 1972). Como os maiores graos nas espigas de cereais
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sao geralmente os que foram fertilizados primeiro, e subse-
quentemente tiveram mais tempo para serem preencﬁidos (Mil-
thorpe e Moorby, 1974), os dados do“presente trabalho pode-
riam ser correlacionados com agueles sobre o desenvolvimen-
to do grao do milho opaco-2 e normal. Assim, nos maiores

graos do milho normal, o endosperma apresentou relativamen-
te mais proteina que o embriﬁo;, guando comparado com graos
pequenos, refletindo que neste tipo de milho a sintese de
zeina foi mé&xima, e aumentou até o final aa maturagao. Em
graos menores, o opaco-2 foi muito mais rico em proteina no
embrido, refletindo uma maior sintese de albuminas e globu-
linas armazenadas no escutelo e eixo, proporcionando uma
distribuicao proteica mais balanceada no graoc. Esta maior
sintese de albuminas e globulinas, talvez provoque maior
crescimento relativo do escutelo e eixo no milho opaco-2 ,
como foi observado (Fig. 12 a,b; Tab. 3). 2ssim, as albumi
nas e globulinas, além das reservas proteicas principais (zei
nas e glutelinas) podem ser fonte importante de nitrogénio
para o embriao em desenvolvimento em graos pequenos com bai

xo conteldo proteico, como foi também verificado por Ing -

versen e Kgie (1972). Este fato foi confirmado por Metivier
(1976) que mostrou gque as albuminas e globulinas, constitu-
em uma propor¢ac relativamente maior da proteina total em

graos de baixo contelido proteico, quando comparados com os

de alto contelido proteicc dentro da mesma variedade, ‘corro-
borando a hipotese de Folkes (1970), de que as fontes de a-
minodcidos desta fracao sao principalmente as folhas senes-
centes e que os aminodcidos provenientes da raiz, no fim da

estagao do crescimento, sado incorporados diretamente nas
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prolaminas. Mais recentemente, entretanto, foi mostrado que

algumas interconversoces de aminoacidos podem acontecer du-

rante a maturagao do grac, assim Sodek e Wilson (1970) ve -
rificaram que 14C—lisina foi encontrada como glutamina e
prolina no endosperma do milho normal. Significantemente ,
pouca interconversao foi verificada no endosperma do opaco-
2, correlacionado ao seu alto contelido de lisina. No milho
normal todas as interconversoes aconteceram principalmente

no endosperma e também nas etapas finais do desenvolvimento

do grao, guando a sintese de zeina estd no maximo.

Estudos da germinagaoc e crescimento inicial das

plantulas de Maya opaco-2 e Maya normal, mostraram que a ta

xa de embebicao ocorreu em duas fases, uma rapida, até sete
horas, seguida por outra mais lenta, mas gue aumentou conti
nuamente (Fig. 8 a,b). A primeira fase, pode ser considera
da puramente fisica, sendo afetada por fatores ambientais
como temperatura e composicao das reservas do grao (Mayer e
Poljakoff-Mayber, 1975). E interessante notar, que o aumen
to em peso fresco durante a fase de embebicac analisada foi
maior na forma opaco, fato relacionado com seu conteiido pro
teico mais alto (Beevers, 1976). Metivier (1975) também
notou em cevada, um aumento mais rapido no peso fresco em
formas com maior conteldo proteico dentro de uma mesma va-
riedade, eliminando possiveis diferencas intervarietais .
Sodek (1973) observou que o nivel de aminocacidos livres &

significativamente maior no milho opaco-2; estes também po
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deriam atuar como agentes osmdticos. Na segunda fase da ab
sorgao de agua, que pode ser considerada ativa, o opaco-2
continuou apresentando maior peso fresco que o normal, mas
manteve sempre a mesma diferenca devida 3 fase inicial‘ de
absorgao. Entretanto, a longo prazo, estas pequenas dife -
rengas iniciais na absorgao de &gua, como as maiores veri -
ficadas na composig%o da reserva e tamanho do embriao, nao
afetaram o crescimento inicial de Maya opaco-2 quando compa
rado com © normal (Figs. 10-14).

O crescimento inicial foil caracterizado por uma
diminuicao no peso seco e proteina do endosperma, acompanha
da por um aumento dos dois no eixo (Figs. 9-19), indicando
gue as reservas amiliceas e proteicas foram degradadas e
transportadas para o eixo em desenvolvimento (Beevers,1976).
Este padrao de utilizacao de reservas & caracteristico sen-
do cbservado tanto para monocotileddneas como para dicotile
doneas, independentemente da pléntula ser epigea ou hipéqea,
como foi observado em alface, feijao, mamona, Vigna, ervi -
lha, aveia e cevada, embora nas epligeas o prdprio cotilédo-
ne pode se tornar fotossintetizante e contribuir com fotos~
sintatos para o crescimento do eixo (Prisco et al. 1975 ;
Metivier e Dale, 1977a; Bewley e Black, 1978; Paulil®,1980).

“"Notou-se que o peso seco total diminuiu até o
quinto dia de crescimento (Fig. 9 a,b) indicando, possivel~
mente, grandes perdas respiratorias. BApOs este periodo, o
peso se estabilizou coincidindo com o aparecimento da pri-
meira lamina foliar que se expandiu rapidamente apds esta
data (Fig. 10a), indicando que as perdas respiratdrias esta

vam sendo compensadas pelos ganhos com a fotossintese. Apds
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© nono dia de crescimento, quando a pérte aérea estava bem
desenvolvida (Fig. 13b) a taxa de fixagao.do carbono ja com
pensou as perdas respiratdrias e assim o peso seco total au
mentou continuamente. Este fato estabeleceu a importacia da
primeira folha no desenvolvimenté da plantula, pois a expan
sao da segunda e terceira laminas foliares é dependente da
exportagao de carbono da primeira gque por sua vez é depen ~
dente das reservas do grao (Felippe e Dale, 1972), Assim ,
em cereais o vigor da plantula é fortemente correlacionado
com a gqualidade da sua reserva (Schweizer e Ries, 1969 }
Ries, 1971; Lowe e Ries, 1873) e qualquer fator que iniba
o desenvolvimento maéximo desta folha, como o sombreamento ocu
baixos niveis de protelina no grao, pode afetar o crescimen-
to de todas as folhas hierarquicamente, diminuindo até a
produgao final da planta - (Dale, Felippe e Fletcher, 1972;
Felippe e Dale, 1973; Metivier, 1979).

Em milho, foi notado por Dure (1960a) que a di-
minuicaoc no peso total, no inicio da germinacao foi devida
a répida utilizagéo na respiragéo, das reservas estocadas
no proprio embriao, antes da fase de degradacao das reser -
vas do endosperma. Dure atribuiu, este fato i ripida de -
gradagao de lipideos estocados no escutelo e a demonstracio
de que o ciclo de glioxilato funciona neste drgao (Oaks e
Beevers, 1964), indica que uma parte destes lipideos devem
ser convertidos em aglicar para o fornecimento de energia a
parte aérea e raiz. Ingle et al. (1964) também notaram o
desaparecimento de lipideos do escutelo nos primeiros dois
dias de germinacao, 0s quais nao apareceram em outros Or =

gaos, sugerindo que tenham sido transformados em aglicar ou
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respirados. Este fato foi comprovado peloé valores de RQ
(quocientes respiratdrios) menores que 1 encontrados tanto
em milho (Dure, 1960a) como em cevada (James e James,1940),
embora, no segundo caso, além dos lipideos também foram es-
tocados no embriao altos niveis de rafinose e estaquiose que
podem ser utilizados nas primeiras etapas da germinacao.

| Como © crescimento do eixo se da as expensas da
hidrdolise da reserva do endosperma, a curva que representao
ganho em matéria seca ou proteina pelo eixo se cruza com a
que representa a diminuicao destas reservas no endosperma
(Fig. 9 a,b; 11 a,b; 12 a,b; l4a; 15 a,b). Assim, este pon
to, onde o peso e conteldo proteico do eixo equivalem dque-
les que restam no endosperma, representa a etapa onde apro-
ximadamente 50% das reservas translocdveis foram incorpora-
das no eixo. E interessante notar que este ponto tenha o-
corrido mais cedo paraproteinas, ao redor do quarto dia de
crescimento, do que para matéria seca sendo observado dois
dias mais tarde, no dqia 6 (Fig. 15 a,b). Este fato indicou
que as reservas proteicas sao utilizadas relativamente mais
rapido que as réservas amilaceas, representadas na sua maior
parte pelo peso seco. Este fato também foi verificado em
milho por Ingle et al. (1964) e parece ser comum para ce-
reais em geral, sendo também cbservado em aveia (Sutcliffe
e Baset, 1973) e cevada (Folkes,Willis e Yemm, 1952; Meti -
vier e Dale, 1977a). 0Os Ultimos autores atribuiram este e-
vento ao fato de que cereais geralmente sao pobres em pro -
telnas em relacdao ds reservas amiliceas e esta taxa mais ra
pida de utilizacao proteica fornece uma nutrig@o balanceada

de carbono e nitrogénio ac embriao, no inicic do seu desen~



~-206~

volvimento. Assim, a reserva de nitrogénio enddgeno em ce-
vada, se torna limitante rapidamenpe e se nitrogénio exdge-
no nao for fornecido apls o segundo dia de germinagéo ;7 O

crescimento do embriao & diminuid; afetando particularmente
o0 desenvolvimento da primeira l8mina foliar cuja taxa de
fotossintese fica reduzida através da grande diminuicdo no
seu conteldo de carboxilase (Metivier e Dale, 1977b).

A mais rapida utilizacao de protefnas, quando
comparada com a de matéria seca foi indicada também pe -
los calculos das taxas de degradacio de proteina e maté -
ria seca (Tab. %A7,B; Fig. 16 a,b). Observouwse que a maior
taxa de degradacao de proteina ocorreu inicialmente, dimi -
nuindo constantemente durante o crescimento (Tab. 9A). Foi
interessante notar que houve uma defasagem entre a degrada-
¢a2o de proteina no endosperma e a incorporagac desta no ei-
xo (Tab. 9 A,C). Assim, Ingle, Beevers e Hageman (1964) e
Melville e Scandalios (1972} mostraram que em milho o con-
tetido de amihoécidos livres do endosperma mostrou um pico
entre & terceiro e quarto dias de germinagao, corroborando
com a observagao feita no presente trabalho que esta é a
fase de maior atividade proteolitica (Fig. 28b). Entretan
to, Ingle et al. (1964) nao observaram grande acimulo de
aminoacidos’ no endosperma, mas sim no eixo durante a germi
nagao, estabelecendo que o transporte dos aminodcidos do
endosperma para O eixo acompanha a taxa de hidrdlise das
proteinas. Isto também foi ob#ervado em cevada, por Fol-
kés e Yemm (1958), Para a matéria seca entretanto, as
mais altas taxas de degradacao ocorreram mais tarde, ao

redor do sexto dia (Tab. 9B), novamente coincidindo com a
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epoca de maior atividade amilolitica no endosperma (Fig.283.
Ao contrario do observado para os aminoécidos, Ingle et al.
(1964) verificaram que a taxa de hidrdlise de amido foi
maior que sua taxa de utilizagao. Assim, o conteﬁdo.de agl
car livre aumentou em todas as partes do grao (endosperma e
embrido). Entretanto, a andlise da degradagdo da matéria
seca e sua incorporacaoc no eixo {(Tab. 9B,D) & complicada,de
vido ao fato de que uma proporcao consideravel dela, além
de ser transportada & respirada e eliminada sob a forma de
CO2 enquanto que no eixo além dos carboidraﬁos provenientes
da reserva ocorre a fixacgao de carbono pela primeira lamina
foliar apds o quarto dia de crescimento. Assim, a longo pra-
20, a incorporacao de carbono na plantula aumenta enquanto
que o total de nitrogénio permanece constante na auséncia
de uma fonte exdgena.
0 peso seco (Fig. 12a,b) e o conteido proteico

(Fig. 14b e 17b,c) do escutelo ndo sofreram grandes modifi-
cagdes durante o crescimento inicial. Isto corrobora  as
observagoes de Dure (1960a) e de Ingle et al. (1964) refle-
tindo o fato de que o escutelo & um 6rgao especializado na
 absorgao dos produtos de hidrdlise, situado entre a reserva
e 0 eixo. Embora nao tenham sido notadas grandes modifica-
¢Oes no peso e conteiido proteico do escutelo, foi demonstra
do que ele & um Orgac metabolicamente ativo (Boulter, e Bar-
ber, 1963; Splittstoesser, 1967). Assim, modificagées de
aminodcidos ocorrem neste tecido e as hexoses formadas pela
hidrdlise, sao convertidas a sacarose, sendo esta forma de
acicar transportada para o embriao. Confirmando este fato

foi observado que o escutelo é rico em mitocondrias e todas
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as enzimas responsaveis por estas intercopversaes foram en-
contradas neste orgac (Edelman, Shibiko e Keys, 1959; Han-
son, Vatter, Fisher e Bils, 1959; Hawker, 1971; Humphreys,
1975).

Relativamente, maisrmaterial, tanto proteico(Fig.
17b) como amilaceo (Fig. 17a; Fig. 13 a,b) foi transportado
para a parte aérea do que para a ralz, sendo esta diferenca
maior na distribuicao de proteina. Assim, apds o terxceiro
dia de crescimento a proteina translocada para a raiz dimi-
nuiu enquanto que aquela para a parte aérea aumentou conti-
nuamente (Tab. 10). Este nao foi o caso para a matéria se-
ca, cuja translocagﬁo aumentou continuamente em ambas as par
tes, embora nas Ultimas etapas tenha sido maior para a par-
te aérea. Apesar disto notou-se que nos primeiros dias de
- crescimento a incorporagao de maté@ria seca foi maior na
raiz que € a parte do embriao que primeiro se desenvolve co
mo fol sugerido por Stein e Quastler {(1963) que observaram
que em milho & sintese de DNA se inicia na raiz 40 horas an
tes de na parte aérea. Todos estes dados corroboram as ob-
servacoes de Metivier e Dale (1977 a,b) de que a parte aé-
rea é importante fonte de consumo de proteinas, principal -
mente pelas enzimas envolvidas na fotossintese.

"Andlises da degradagd@o das treés principais clas
ses proteicas da reserva do endosperma, mostraram grandes
diferengas entre a forma opaco e normal em termos absolu -
tos, devido a composicao diferente das duas (Fig. 18 e 19).
Em ambas as formas, as albuminas e globulinas foram as Uni-
cas fragoes que aumentaram no infcio da germinacao (Fig.

18). Este fato foi também observado em milho por Harvey e
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Oaks (1974b) e também por Prisco et al. (1975) em Vigna. Ba
seando-se nesta observagao, pdde-se sugerir que logo no ini

cio da germinagao ha uma sintese de novo de enzimas hidroli

ticas importantes para a degradagéo das reservas {Filner e
Varner, 1967; Varner e Ram-Chandra, 1964). £ de interesse
notar, que houve uma diferenca relativa na degradagao des=~
ta fracao, soliivel em solucgoes sélinas, entre os dois tipos
de milho; assim, mesmo que o opaco-2 tenha degradado mais
alguminas e globulinas, em termos absolutos, o normal que
inicialmente tinha menos, utilizou uma proporgac maior des-
tas proteinas (Tab. 11) e neste caso & provével que esta
fragao represente importante fonte de nitrogénio para o ei-
X0 como ja foi sugerido anteriormente (Ingversen e Kgie ,
1572).

Para as proteinas de reserva, zeinas e gluteli-~
'nas, n3c se observou aumento inicial sendo que a degradagéo
comegou logo no inicio da embebicac sendc inicialmente mai- .
or para as glutelinas (Fig. 19 b,d; Tab. 1l1l). Isto talvez.

tenha sido um reflexo da disposigao das proteinas na reser-

va, onde as zeinas estao no interior de corpos proteicos ,
imersas numa matriz de glutelinas (Christianson et al. ,
1969) . Assim, a matriz tem que sofrer degradacao antes
que ©0S corpus proteicos possam ser expostos ads enzimas hi-
droliticas. )

Em termos absolutos, a degradagdo de cada clas
se proteica acompanhou sua abundancia no endosperma (Tab.
11); a degradagdo da zeina foi muito maior no milho normal
do que aquela observada no opaco {Fig. 19d) enquanto que o

contrario foi verdade para as glutelinas (Fig. 19b), confix

mando os resultados obtidos por Harvey e Oaks (1974b), que
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trabalhando.com variedades de milho cém niveis diferentes de
Zeina e glutelina mostraram o mesmo padrgo de degradagao ob
~servado neste trabalho,

Folkes (1970) notou que a composicao dos amino-
dcidos da reserva & bem diferenté da das proteinas proto -
plasmaticas do eixo, mas verificou que no caso de cevada o
endosperma podia fornecer 75% dos aminofcidos requeridos,sem
necessidade de transformagao (Folkes e Yemm, 1958; Joy e
Polkes, 1965).
| Desde que existe um melhor balango de aminodci-
dos na presencga do gene opaco-2 devido ao aumento nas albu-
minas e globulinas e diminuicao na zeina, talvez fosse espe
rado que menos interconversoes seriam necessdrias em plantu
las oﬁaco~2. Isto foi confirmado no presente trabalho, on-
de verificou~se que a atividade das trahsaminases foi consi
deravelmente menor em Maya opaco-2 (Fig. -21). O S8rgao mais
importante nesta interconversao foi o escutelo (Fig. 20) ,
estabelecendo sua importdncia na transformacac dos produtos
de hidrdlise (Splittstoesser, 1967; Boulter e Barber, 1963;

Sodek e Wilson, 1973), E evidente que somente uma parte

dos aminodcidos, aqueles presentes em excesso em termos de
proteinas protoplasmaticas, vao sofrer interconversdes; as-
sim em milho normal, com baixo contetdo de lisina, nao hou-
ve grande transformacao deste aminodcido, embora o conteiido
de leucina, aminodcido abundante na 2eina, decresceu duran-
te a germinagac (Sodek e Wilson, 1973). Adicionalmente,foi
observado neste trabalho que a maior atividade destas enzi-
mas foi no inicio da germinacao, até o quarto dia de cresci
mento, coincidindo com a fase de maior hidrdlise proteica
no endosperma (Fig., 28b) hidrdlise esta que fornece substra

t0o para estas enzimas.,
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Os testes realizados para os métodos empregados
na dosagem de amilases e proteaées provaram a sua eficién -
cia (Fig. 22-24) indicando que os extratos tiveram alto po-
der hidrolitico. Assim a liberacao dos produtos, maltose nho
caso das amilases e tirosina no caso das proteases, foi li-
near com o tempo (Fig. 22b e 24b), o0 extrato nao perdeu ati
vidade durante o periodo em que foi utilizado (Fig. 22a e
24b), sendo esta uma fungao do volume do extrato utilizado
(Fig. 22¢ e 24c) e nao estando presente em extratos fervi -
dos. O pH otimo para as amilases foi 5,5 (Fig. 23) o que
concordou com os resultados de Dure (1960b) para milho e
com dados para outros cereais como o sorgo, trigo e cevada
(Bernfeld, 1951; Fischer e Stein, 1960; French, 1960).

No caso das proteases a atividade maxima foi en
contrada no pH 3,6 (Fig. 24a) corroborando as observacoes de
Harvey e Oaks (1974a) para proteases de milho. Esta maior:
- atividade de proteases em condigoes dcidas também foi.encog
trada por Basha e Beevers {1975) em ervilha, por Garg e
Virupaksha (1970) em sorgo, por Prisco et al. (1975) em Vig-
na e por Preston e Kruger (1976) em trigo. Prisco et al.
(1975) também verificaram a superioridade da hemoglobina em
relagao a caseina como substrato (Fig. 24a).

"A atividade amilolitica foi extremamente baixa
no grao seco, mas aumentou rapidamente nos primeiros 6 dias
de crescimento, quando um patamar de maxima atividade foi
atingido permanecendo constante até o décimo segqundo dia de
crescimento (Fig. 25, 26 e 28a). Este padrao de atividade
acompanhou as mudancas observadas no peso do endosperma gue

inicialmente diminuiu lentamente sendo a diminuigaoc, entre
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o segundo e décimo gquarto dia de crescimento, mais rapida
(Fig. 12 a,b). A atividade amilolitica também foi altamen
te correlacionada com o nivel de agUcares livres no endos -

perma (Fig. 31b, 32b). Foi interessante que a atividade
das amilases permaneceu alta, sd comecando a diminuir gquan-
do a reserva foi esgotada por volta do décimo segundo dia
de crescimento (Fig; 28a, 9 a,b):; assim, uma vez sintetiza
das, as enzimas permanecem no gréo; nao sendo degradadas a-
té que falte substrato. Dure (1960b) também verificou o
mesmo padrao de atividade amilolitica em milho e atribuiu es
te aumento inicial de atividade observado principalmente a-
pos o terceiro dia de crescimento (Fig. 25), ao aparecimen-
to da alfa-amilase que & rapidamente sintetizada, . engquanto
que a beta-amilase, ja presente no endosperma do grac seco
(Prench, 1960) & apenas um baixo componente da atividade a-
milolitica total e mantem~se constante durante o periodo de
degradagao do amido. |

A atividade proteolitica aumentou até o quarto
ou quinto dia de crescimento, permanecendo constante apds
este periodo até o dia 14 (Fig. 27¢, 28b). Novamente o pi-
co de atividade destés enzimas coincidiu com a época de ma-
xima degradacao das proteinas (Fig. l4a, 15 a,b, 16b, 18 e
19) como também foi observado por Tully e Beevers (1978).
Sendo o pico de atividade proteclitica mais adiantado que
o para as amilases pOde-se confirmar a utilizacao mais ra-
pida pelo embriao, da reserva proteica. Este fato corrobo
ra as observacoes de Harvey e Oaks (1974b) em milho e as
de Sutcliffe e Baset (1973) que também encontraram um pico

de atividade proteolitica antes do da amilolitica. Harvey
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e Oaks (1974b) também verificaram que a ciclohexamida ini -
biu a atividade de ambas alfa~amilase e protease, sugerindo
que as duas enzimas sao sintetizadas de novo durante as pri
meiras etapas da germinacao, talvéz refletindo o aumento nes
ta fase das albuminas e globulinas observado neste traba -
lho (Fig. 18),

 Andlises da atividade amilolltica e proteoliti~
ca de Maya normal e opaco-2 mostraram que embora o . padrao
de atividade tenha sido igual nas duas formas, a primeira
apresentou atividade hidrolitica maior durante todo o desen
volvimento.

A atividade proteolitica mais alta em Maya nor?
mal refletiu a maior degradacao da protelna da reserva ante
riormente observada apds o quinto dia de cresciﬁento (Fig.
1%8a).

Em ambos os tipos de milho, a atividade amiloll
tica foi altamente correlacionada com o peso do eixo, como
também com os niveis de aglcares livres no endosperma (Fig.
29-32, Tab. 12) sendo os maiores niveis encontrados no en-
dosperma normél (Fig. 31lc). E interessante notar que a ati
§idade amilolitica no milho normal e opaco-2 foi igual no
terceiro e gquarto dias de crescimento (Fig. 31lb, 32a, Tab.
12}, mas qué no sexto dia o normal apresentou o dobro da a-
tividade do opaco-2 sugerindo que a sintese de alfa-amilase
acaba prematuramente no endosperma do opaco-2 em coﬁbara -
950 com a do normal. Novamente, este fato pode ser talvez
relacionado com o aumento das albuminas e globulinas no ini
cio da germinacao que foi menor no milho opaco-2. O fato

de que o crescimento do eixo foi igual para as duas varieda
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des eliminou a possibilidade de que a maior atividade obser
vada no milho normal poderia ser atribuida a uma fonte de

consumo mais ativa, parecendo assim que a menor hidrdlise do

amido no opaco-2 possa ter ocorrido devido a presenga do ge
ne opaco-2 {(Fig. 30a, 32a) lembr;ndo a hipdtese de Munck
(1972) que sugeriu gue éste gene poderia afetar profundamen
te o metabolismo da planta . Assim, Jolivet et al. (1970)
mostraram diferencas no metabolismo dos &cidos carboxilicos
e de aminoicidos em folhas jovens de plantas - opaco-2 onde
se observou niveis mais baixos destes compostos gquande com-
parados com &as dd normal. Também, Sodek e Wilson (1970)mos
traram que o milho opaco-2 teve pequena capacidade de trans
formar lisina em &cido glutdmico e prolina, em qualquef es-
tagio do desenvelvimento e que no milho nofmal essa capaci-
dade foi menor nos primeiros estagios. |

Foi verificado, no presente trabalho, que embo-
ra o embrizo nao tenha sido absolutamente necessario ?ara
o inlcio da atividade proteolitica e amilolitica, a presen-
ca dele foi fundamental para o desenvolvimento normal da a-
tividade (Fig. 33-35). Estes dados, sugeriram que baixos
niveis destas enzimas ji estao presentes no grso seco ou
que os hormdnios necessarios para iniciar a sintese destas
enzimas ja éstao presentes no endosperma, mas somente em
niveis sub-otimos, ﬁecessitando um estimulo proveniente do
embriao para que os niveis normais destas enzimas sejam a -
tingidos (Macleod e Palmer, 1966; Radley, 1969). Em expe-
rimentos onde o embriao foi removido apbs diferentes inter-
valos de embebigao, notou-se que um estinulo proveniente
do embrido apds 48 horas aumentou marcadamente, tanto a ati

vidade amilolitica como a proteolitica, sugerindo que O es-
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timulo &€ o mesmo para as duas (Fig. 35). Estes dados corro
boram os de Ingle e Hageman (1965b) que também verificaram

a necessidade de um estimulo para a degradagac das reser -

vas de milho recebido pelo endospérma_entre 36 e 48 horas de
embebicdc. Assim, a atividade amilolitica baixa encontrada
na auséncia do embriao (Fig. 34) podéxia ser devida & beta-
amilase (Dure, 1960b) pré-existente no grao de milho, fato
gue também foi verificado em outros cereais como trigo (Ros
well e Goad, 1962), cevada (Tronier e Ory, 1970) e  centeio
(Engel, 1947). A alta atividade amilolitica verificada a
pds a estimulagdo pelo embriao (Fig. BSb).poderia ser atri-
buida a sintese de novo da alfa-amilase, sob controle hormo
nal (Varner e Ram-Chandra, 1964; Filner e Varner, 1%67) .
Deste modo verificou-se que apresenca do embriac em milho
nao foi necessiria para o inicio da degradacao, confirman-
do as observagoes de Toole (1924), Harvey e Oaks (1974b) e
Goldstein e Jennings (1975), que também foram semelhantes
dquelas feitas em outras espécies, como aveia (Naylor, 1969)
e feijdo (Paulilo, 1980), embora tenham sido diferentes da
quelas feitas em trigo e cevada, onde na auséncia do embriao
nao houve nenhuma hidrdlise, entretanto, o embriao pode ser
substituido por tratamento hormonal (Yomo, 1961;: Chrispeels
e Varner, 13%67a; Khan, Verbeek, Waters e Van 0nckelen,l973§.
A baixa atividade proteolitica encontrada em en
dospermas sem embrices (Fig. 33 c¢,d) também poderia ser a~
tribuida a proteases presentes no grao seco como foi mostra
do; em milho, por Adams, Watson e Novellie (1975), sendo que
também em cevada e sorgo foram encontradas proteases no in-

terior de corpos proteicos (Ory e Henningsen, 1969; Adams
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e Novellie, 1975). Entretanto, do mesmo modq gue para as a
milases, a maior parte da atividade proteolitica foi devida
a proteases sintetizadas de novo, exigindo a presenga do em
brido (Fig. 35c) e o estimulo hormonal (Ingle e Hageman ,
1965b; Harvey e Qaks, 1974b; Bewley e Black,.l975).

Tanto para as amilases como para as proteases ,
a maioﬁia dos trabalhos feitos com cereais, apesar das con-
trovérsias a respeito da necessidade do embriao, concordam
que o estimulo necessdrio para o desenvolvimento normal da
atividade hidrolitica é uma giberelina, com excegao do tri-
go, onde as citocininas também parecem estar envolvidas
{(Eastwood, Tavener e Laidman, 1969). Entretanto, no pre -
sente trabalho, apesar de tratamentos com GA3 e 6BA terem
mostrado efeitos na morfologia da plantula (Tab. 13 e Fig .
36-38) estes tratamentos nao alteraram significativamente a
atividade hidrolitica das amilases (Fig. 39; Tab. 14, l5A e
17) ou proteases (Fig. 40, Tab. 15B)tanto no milho normal co
mo no opaco-2 (Fig. 44). Estes resultados concordaram com
os de Harvey e Oaks (1974c) e de Goldstein e Jennings (1975)

que verificaram também que o GA, nao teve efeito marcante

na hidrolise proteica e amilacea, embora tenha sido capaZz
de reverter o efeito inibidor do acido abscisico (ABA), mas
nao de inibidores de sintese proteica, como a ciclohexamida
e a actinomicina D.

Entretanto, analises das atividades amiloliti -
cas de plantulas individuais sugeriram um possivel efeito
do GA3 em alguns casos (Fig. 41 a-d; Tab. 14) de modo que,
em varios experimentos a atividade mais alta teve uma ten -
déncia a estar associada a plantulas tratadas, embora as a-

tividades da maioria das plantulas, tanto tratadas como nao,




-217~

terem sido indistinguiveis. Este tipo de observagao suge -
riu a hipbtese de que o material utilizado nestes experimea.
tos pode ter apresentado respostas diferentes ao tratamento
éom GA3 devido a diferentes niveis enddgenos deste horménio

em cada grao; assim, graos com alto nivel de GA, enddgeno

3
mostraram respostas fracas a aplicacao exdgena deste hormd-
nio, eﬁquanto . que aqueles com baixo conteldo de gibere
lina responderam melhor ao tratamento. Estas diferencas en
dbgenas nas sementes poderiam ser atribuidas s  condigdes
durante a maturagao do grdo, & posigao deste na espiga, co-
mo também a diferengas genéticas entre elas j3 que os ‘dois
tipos de milho utilizados nac constituiam linhagens isogé -
nicas.

Esta hipotese, de gue as respostas variaveis
- ao GA3, em milho, encontradas na literatura, poderiam ser
atribuidas a diferencas enddgenas nas giberelinas  também
- foi sugerida por Harvey e Oaks (1974b) e por Goldstein e
Jennings (1975). 0s primeiros autores mostraram que dife-_
rentes linhagens dé milho apresentaram respostas desiguais
a tratamentos com GA3 e além disso, verificaram que o mi-
lho anao d5, deficiente em giberelina, apresentdu respos-
ta marcante na atividade amilolitica éuando tratado com
GA3. Os mesmos autores também mostraram que compostos co-
mo o CCC, phosphon D e 2MO 1618,‘inibidores da sinﬁese de
giberelinas,.mas ndo da sua acao, nao tiveram efeitos na
atividade amilolitica. Adicionalmente a observacdo de que
© GA3 pode reverter o efeito do ABA, levou-os a concluir,
gque como no caso de outros cereais, o papel do GA3 & o}

mesmo, estando envolvido no controle das enzimas hidroliti
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cas, mas que o contelldo enddgeno deste hormdénio em milho &
varidvel. Goldstein e Jenninges (1975) também concorda =
ram com esta hipotese e o mesmo tipo de sistema também foi
observado em aveia (Naylor, 1966). Esta hipdtese talvez ex
pligque as conclusdes de Ingle e Hageman (1965b) e Dure

(1960b) de que o GA; proveniente do embrido & necessario pa
ra a ihiciagéo da hidrdlise das reservas, se as variedades

de milho utilizadas por estes pesqguisadores tivessem origi -
nalmente um baixo nivel de giberelina enddgena, como também
explica as diferentes respostas obtidas para pléntulas indi

viduais no presente trabalho.



RESUMO

No presente trabalho foram analisados os efei-
tos do gene opaco-2 e reguladores de crescimento na utiliza
¢ao das reservas durante o crescimento inicial do milho cv.
Maya.

Os graos de milho opaco-~2 eram morfologicamen=-
te distintos dos do normal, geralmente mais leves, com escu
telo maior e um contelido proteico mais alto tanto no embriao
como no endosperma. Em anbos os tipos o contetGdo proteico
foi positivamente correlacionado com o peso do grao, sendo
as diferencas entre as duas formas de milho, nos graos mais
pesados, atribuidas ao endosperma e nos mais leves ao em~
briao. Andlises da composicao proteica indicaram que, ¢ ge-
ne opaco-2 aumentou as albuminas, globulinas e glutelinas do
graoc, reduzindo ao mesmo tempo a zeina. Apesar da taxa de

embebicao inicial ter sido mais ra&pida no milho opaco = 2

nao foram notadas diferencas significativas entre as duas
formas no crescimento inicial das plantulas, que foi carac-
terizado por uma rapida degradagao da matéria seca e protel
na do endoséerma; sendo a Ultima utilizada, relativamente
mails rapido. Maiores quantidades de matéria seca e protei-
na foram translocadas para a parte aérea, particularmente
para a primeira lamina foliar que se expandiu rapidamente
apds o quinto dia de crescimento.

Em termos absolutos, a degradagdo das classes

proteicas individuais acompanhou sua abundancia no endosper
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ma; no entanto, zeinas, albuminas e globulinas foram utili
zadas numa taxa relativamente maior no miiha normal que no
opaco-2, onde a degradacao relativa das glutelihas foi mais
rapida.

A atividade de transgminases, significativamen-
te maior no milho normal, foi alta no segundo dia, decres -
cendo rapidamente até o sexto dia, particularmnente no escu-
telo, quando comparado com o elxo e endospermea.

A atividade amilolitica, mixima no pH 5,5, fol
baixa no grao seco, aumentou rapidamente até o sexto dia ,
permanecendo constante até o décimo segundo dia, guando co-
megou a decrescer, O pico de atividade proteolitica, maxi-
ma no pH 3,6, ocorreu relativamente mais cedo; no quarto dia,
permanecendo constante atd o décimo quarto dia. BAs ativida
des mAximas de ambas as enzimas coincidiram com a época de
naior degradacao de matéria seca e proteinas da reserva, em
bora o milho normal tenha, invariavelmente, mostrado maior
atividade em todas as etapas do desenvolvimento.

Embora em endospermas isolados tenham sido en-
contradas somente baixas taxas hidroliticas, estabelecen-
do gque a presenga do embriao nao era abéelutamente necessa-
ria para o inicio deste processo, um estimulo proveniente
do embrido ® recebido pelo endosperma apds 48 horas de em=-
bebig¢ao foi necessaric para o desenvolvimento normal da a-
tividade hidrolitica.

aplicacbes exbgenas de Zcido giberélico (GA;)
aumentaram o comprimento da bainha, asgim como a Area fo -

liar e o peso seco da parte abrea e raiz em concentrag oes

até 4 x 10"4M; acima desta, o efeito foi diminuido e no
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caso das raizZes o peso seco foi reduzido quando comparado
com o controle.

A 6-benzil-adenina (6BA) em concentragées de
1OM7M promoveu comprimento, larguéa e Area das laminas fo-
liares; altas COncentragaas reduziram o tamanho das folhas,
como tambdm o peso seco da raiz e parte aérea.

N30 foi observado efeito do 6BA sobre as amila-
ses e proteases, tanto guando aplicado sozinho, como com
GA, em graos intactos ou de-embrionados.

O efeito do GA, foi varidvel. Embora nac fos-
sem observados efeitos marcantes sobre a atividade hidroli-
tica, foi notada uma tendéncia para uma minoria de plantu -
las tratadas com este hormonio exibirem atividades amiloli-
ticas e proteoliticas mais altas guando comparadas com as
do controle. Este fato foi atribuldo a diferengas nos ni-
veis endbgenos de giberelinas no grao, que talvez controlem
o grau da resposta.

No geral, os resultados obtidos neste trabalho,
estabeleceram que a presenga do gene opaco~2 produziu efei-
tos marcantes sobre a composicdo do endosperma e atividade
de transaminases, amilases e proteases € que no entanto nao
afetou marcantemente a taxa de crescimento das plantulas .
Giberelinas, mas nao citocininas, parecem estar envolvidas
no qontrole da degradag&c das reservas; entretanto, seu
papel continua nao muito bem esclarecido e outros fatores
provenientes do embriao devem ser necessarios, pois o GA4
exdgeno nao pbde substituir o embrifo em endospermas de-em-

brionados.




SUMMARY

This project énalyzed the effect of the opaque~-
2 gene and growth regulators upon the degradation of
endosperm reserves during the early seedling growth of
maize cov. Maya.

Grains of opague-2 maize were morfologically
distinct, generally lighter with a larger scutellum and
showed.a higher total protein content in both the embryo
and endosperm. For both types protein content was positi-
vely correlated with grain weight though for heavier grain
differences in protein content were greatest in the endos-
perm, whereas in lighter grain differences were greatest in
the germ, BAnalysis of protein composition revealed that
albumin, globulin and glutelin weré increased in opaque-2
grain whereas Zzein was considerably reduced.

In spite of initial faster imbibition rates in

opague-2 maize no differences were discernible in initial
plant growth, which was accompanied by a rapid decrease in
endosperm dry matter content and protein in both forms ,
though the iatter was utilized relatively faster. Greater
quantities of dry matter and protein were translocat%d to
the shoot, particularly the first leaf lamina which expand
ed rapidly from day 5.

In absoclute terms degradation was more rapid
in the most abundant protein classes, however zein and

salt soluble fractions were utilized relatively faster in
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normal maize when compared with opague-2 maize where glute;~
lin degradation was relatively greater.

Transaminase activity in the scutellum, signi-
ficantly greater in normal maize, was high on day 2 and
fell rapidly to day 6; activity\in the axis and endosperm
was comparatively low.

Total amylase activity, maximal at pH 5,5, was
low in the dry grain, increased rapidly to day 6, there -
after remaining constant until a decrease on day 1lz. The
peak of protease activity, maximal at pH 3,6, wags relative-
ly sooner on day 4 thereafter remaining constant until day
14. TPor both enzymes peak activity coincided with the
greatest period of dry matter and proteiﬁ degradation
though normal maize invariably showed greater activity at
all stages of development.

De.embryonated grain showed only low rates of
hydrolysis, establishing, however that the presence of the
enbryo was not absolutely expedient for the initiaticn of
this process. The presence of the embryo 48 hours from
inibition greatly aumented reserve hydrolysis suggesting
that at this time a diffusable factor, originating in the
germ, was promoting enzyme synthesis.

" Exogenous application of gibberelic acid (GA3)
increased sheat, lamina and coleoptile lenght as well as
1eaf area and the dry weight of the shoot and root up to
concentrations of 4 X 10“4M, above this the effect was di
minished and in the case of roots dry weight was reduced

in relation to the control.

6-Benzyladenine (6BA}, at a concentration  of
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1077 promoted leaf length, width, and area: higher concen-
trations reduced leaf size as well as root and shoot dry
welght,

No effect of 6BA4was‘apparent upon amylage O
protease activity either alone or in combination with GA3
upon intact or de-embryonated grain.

The effect of Gh; was variable . While no mark-
ed effects upon hydrolytic activity were observed there was
a marked tendency for a minority of plants treated with
this hormone to exhibit higher amylolytic and proteolytic
activities when compared with controls. This was attribut-
ed to differing endogenous gibberellin levels within the
material which may govern the degfee of response. |

In total the data established that the presence
of the opaque-2 gene has marked effects upon endosperm com
position, and activity of transaminases, amylases and pro -
teases which however do not markedly affect seedling growth
rates. Gibberellins, but not cytokinins, appear to be
involved in the degradation of endosperm reserves, however
its position remains unclear and other factors from  the
embryo may be necessary since exogenous GA3 could not re =~

place the axis in isolated endosperms.
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