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RESUMO

A linhagem de milho da raga Cateto, Cat100-6, foi utilizada em cultura in
vitro para a obtencdo de plantas regeneradas a partir de calli tipo I. Um dos
variantes somaclonais obtidos, S1587, foi autofecundado dando origem a
diferentes progénies. Com base em caracteristicas morfolégicas da planta e das
sementes, uma das progénies, S1587-17, foi selecionada para estudo de
alteragbes nas proteinas de reserva, zeinas. Analise em |EF das zeinas revelou
a presenga de cinco bandas polimérficas entre a linhagem Cat100-6 e o
somaclone $1587-17. A analise posterior destas bandas em gel de 2-D mostrou
que os genes de zeina alterados no somaclone pertencem a classe das zeinas
de 19 e 22 kDa.

A analise em IEF de extratos de zeina da populagdo F2 [F1 (Cat100-6 x
$1587-17)®] agrupou os polipeptideos alterados em dois clusters. A populagéo
F2 foi hibridizada com sondas de RFLP dos cromossomos 4 e 7 do milho - onde
se localizam os principais clusters de zeina de 19 e 22 kDa - permitindo o
mapeamento de 6 genes de zeina alterados, no brago curto do cromossomo 4.

Outras oito progénies com alteragbes em sementes, denominadas S1, S2,
S3, 54, 85, 86, S7 e 88, foram selecionadas com base na analise fenotipica das
espigas. O perfil eletroforético das zeinas das diferentes progénies em SDS-
PAGE mostrou um aumento significativo das zeinas de 14, 22 e 27 kDa, em duas
das progénies analisadas, $1 e S7, quando comparadas com a linhagem original.
A hibridizagdo do DNA dos diversos somaclones com as sondas de zeina de 14 e
22 kDa revelou um perfil de restricdo caracteristico para as progénies S1 e S7,
diferenciando-as dos demais somaclones. Paosterior analise da farinha do
endosperma e do extrato de zeina, dos somaclones S1 e S7, revelou um aumento
no conteudo de varios aminoacidos, entre eles metionina, essencial nas dietas
humana e animal. Experimentos de Northern blot mostraram um aumento
significativo nos transcritos correspondentes ac gene de zeina de 14 kDa nas
progénies S1 e §7, quando comparadas com a linhagem Cat100-6.



Estes resultados permitem concluir que © aumento na proteina de 14 kDa,
rica em metionina, nos somaclones S1 e §7, se deve a um aumento no nivel de
transcritos do gene de zeina de 14 kDa, podendo levar, a longo prazo, a

descoberta de novos mecanismos reguladores da expressao deste gene.



SUMMARY

Somaclonal variation was observed in plants regenerated from type | calli
established from a maize inbred line Cat100-6. One of the variants, S1587, was
self-polinated, giving rise to different progenies. Considering the plant and seeds
morphological alterations, one of the progenies, S1587-17, was selected for
further studies of seed storage proteins, zeins.

IEF analysis of Cat100-6 and S1587-17 showed five polimorfic bands.
Two-dimensionai analysis of these bands indicated alterations in the zein classes
of 19 and 22 kDa. Linkage analysis of altered zein polypeptides was performed
by IEF of zein proteins extracted from F2 seeds [F1 (Cat100-6 x S1587-17)®].
Three altered polypeptides were grouped in one cluster, and two other
polypeptides in a second cluster. After that, the altered genes were mapped by
hibridizing the F2 population DNA with cromosome 4 and 7 RFLP probes. Six
altered genes were mapped in the short arm of chromosome 4.

Eight other somaciones, $1, S2, S3, S4, S5, 86, S7 and S8, were selected
based on seeds morphological alterations. The zeins electrophoretic profile in
SDS-PAGE showed an enhancement of the 14, 16, 22 and 27 kDa zeins in two of
the progenies analized, S1 and S7, when compared with the original line, Cat100-
6. Southern blot analysis using 14 and 22 kDa cDNA as probes differentiated two
progenies, S1 and S7, from the others somaclones. Amino acid analysis of
Cat100-6, S1587-17, S1 and S7 reveald increased content of methionine,
essential at human and animal nutrition, in the last two somaclones.

Northern blot experiments were carried out with the same probes. Based
on the levels of hybridization, it appears that the 14 kDa transcript level in the $1
and S7 progenies is 2-fold higher than in Cat100-6 and S1587-17.

These results indicate that the enhancement in methionine-rich 14 kDa
zein is due to an enhancement in the mRNA level of 14 kDa gene, in the
somaclones S1 and S7. Understanding the regulation of this gene may result in

novel approaches to increase nutritional value of maize seed.



INTRODUGAO
1. ENDOSPERMA: ORIGEM E FUNCAO

A origem do endosperma esta ligada a dupla fertilizag&o, o Unico processo
bioldgico no qual um nicleo espermético se funde com o évulo para produzir o
embrido, enquanto um segundo nucleo espermatico se funde com dois nucleos
polares, dando origem ao endosperma tripldide. Estes eventos ocorrem no saco
embrionario, que se encontra envolto por tecidos maternos (Dumas & Mogensen,
1993).

A principal fungdo do endosperma é armazenar nutrientes que serdo
utilizados posteriormente durante o desenvolvimento do embrido. Na maioria das
dicotiledéneas, o endosperma é absorvido durante o desenvolvimento da
semente, e substituido por um tecido de reserva derivado do embrido, os
cotilédones. Nas monocotiledéneas e em ailgumas dicotiledoneas, o endosperma
continua a se desenvolver durante a maturagdo da semente (Aukerman &
Schmidt, 1994).

O desenvolvimento do endosperma é caracterizado pelo acimulo de dois
componentes principais, amido e proteinas de reserva, ambos depositados em
organelas especiais, os amiloplastos e os corpusculos protéicos,
respectivamente. Na semente madura, o amido pode representar mais de 80%
do peso seco da semente, enquanto as proteinas de reserva podem
corresponder a mais da metade do conteldo total de proteinas (Nelson, 1980:
Shewry & Tathan, 1990).

Outras proteinas também podem ser acumuladas em altos niveis no
endosperma. Entre elas, estdo inibidores de proteases, inibidores de o-amilases,
lectinas, tioninas, proteinas inativadoras de ribossomos (PIR), e certas enzimas

como a sucrose sintetase, urease, etc (Lopes & Larkins, 1993).



2. PROTEINAS DA SEMENTE

A abundancia das proteinas das sementes e sua importancia econémica
tém facilitado seu estudo por mais de um século.

Osborne (1924) primeiramente descreveu o fracionamento destas
proteinas em varias classes, de acordo com sua solubilidade em diferentes
solventes. As proteinas sollveis em &gua foram denominadas albuminas, as
soluveis em solugdes salinas foram designadas globulinas; as soluveis em
solugbes alcdolicas, prolaminas; e as soluveis em solugbes acidas ou bdsicas,
glutaminas. Com o aparecimento de novas metodologias de extragdo (Bright &
Shewry, 1983), foi proposta uma nova classificagdo para as proteinas das
sementes, separando-as em proteinas metabdlicas, proteinas estruturais e
proteinas de reserva (Byers et a/., 1983).

As principais proteinas encontradas em leguminosas s&o as globulinas
(80%), enquanto nos cereais predominam as prolaminas (50-60%) e glutelinas
(35-45%). As prolaminas sdo armazenadas em corpusculos protéicos, enquanto
as glutelinas podem se localizar tanto dentro quanto fora destas organelas
(Pernollet & Mosse, 1983). Nos cereais, as albuminas e globulinas estéo
concentradas no embri&o e na camada de aleurona da semente (Payne &
Rhodes, 1982).

Aparentemente, as proteinas de reserva ndo possuem nenhuma fungéo
enzimatica (Larkins, 1983). As proteinas de reserva das sementes constituem
fonte de nitrogénio reduzido e enxofre, requeridos pelo embrido e pela plantula
durante os processos de germinagdo e crescimento. Nestes estagios ocorre a
hidrélise das proteinas de reserva, com a consequente liberacdo dos
aminoacidos (Spencer, 1984).

As prolaminas s&o as proteinas de reserva encontradas em maior
quantidade no endosperma dos cereais, com exce¢éo do arroz e da aveia (Miflin
& Shewry, 1979). O alto teor de prolina e glutamina observado nas prolaminas foi
o responsavel por sua denominacgdo, dada por Osborne, em 1908. O nome dado
para as prolaminas dos diferentes cereais & baseado no nome da espécie
(Larkins et al, 1984). Assim sendo, a prolamina do milho (Zea mays L.), é
denominada zeina, a de Coix (Coix lacryma-jobi L.) é denominada coixina, e
assim por diante.



3. A PROLAMINA DO MILHO: ZEiNA

A zeina é uma familia de proteinas altamente hidrofébicas. Dos estudos
feitos por Osborne (1897) e Osborne e Mendel (1914), conclui-se que a zeina é
soluvel em alcool, acido acetico e fenol, além de detergentes (Tsai, 1983). Entre
as solugbes alcoolicas, as mais utilizadas sdo as de etanol 60 a 70% ou
isopropanol 55% em agua (Esen, 1986). Outros fatores que afetam a extracéo
das zeinas s&o a quantidade de lipideos na farinha, a temperatura da extracéo e
interacdes entre as proteinas (Esen, 1986). O uso de agentes redutores, como o
2-mercaptoetanol (2-Me), torna a solubilizagdo das zeinas mais eficaz por romper
as ligagdes dissulfeto (Tsai, 1983).

As zeinas foram inicialmente classificadas em a-, B- e y-zeinas, conforme
sua solubilidade em 40-95%, 30-80% e 0-80% de isopropanol, respectivamente.
No entanto, esta classificago néo reflete a relagdo estrutural entre as proteinas.
Assim sendo, o sequenciamento de um gene de zeina, previamente descrito
como pertencente a classe das B-zefnas, revelou uma estrutura completamente
diferente e resultou na criagdo de uma quarta classe de zeinas, as 8-zeinas
(Kirihara et a/., 1988).

As zeinas podem ser separadas em diferentes classes de acordo com seu
tamanho em géis de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) (Lee et al., 1976).
Os polipeptideos de zeina mais abundantes tém peso molecular aparente de 19 e
22 kDa, enquanto os outros componentes possuem peso molecular de 27, 16, 14
e 10 kDa. Polipeptideos de 12 e 58 kDa s&o detectados em SDS-PAGE, quando
as zeinas sdo extraidas segundo o método descrito por Wallace ef al. (1990). A
proteina de 58 kDa aparenta ser um dimero da zeina de 27 kDa (Lopes &
Larkins, 1991). Com o surgimento de técnicas mais avangadas de preparacgéo e
separagdo, como o HPLC (High Precision Liquid Cromatography), grupos
adicionais de proteinas mencres tem sido identificados (Wilson, 1991).

Quando a =zeina total €& submetida a andlise em géis de
isoeletrofocalizacao (IEF), pelo menos 15 componentes séo vizualizados (Soave

et al, 1975; Righetti et al, 1977), os quais podem diferir quantitativa e



qualitativamente entre as linhagens de mitho. Esta extensa heterogeneidade nio
€ considerada um artefato de técnica, visto que os varios polipeptideos diferem
em sua estrutura primaria (Bietz ef al., 1979; Vitale et a/, 1980), e que os
produtos sintetizados in vitro a partir de RNA mensageiro (RNAm) de zeina
exibem a mesma heterogeneidade das zeinas nativas (Viotti et al., 1978). As
zeinas de 19 e 22 kDa sdo responsaveis por grande parte da heterogeneidade
observada quando a zeina total € submetida a IEF (Heidecker & Messing, 1986).
As demais classes de zeina produzem padrdes de uma unica banda em IEF (Lee
et al., 1976; Righetti et al., 1977).

Bandas individuais de IEF correspondem a produtos de genes estruturais
distintos (Soave et al., 1978). Com base nesta caracteristica, a técnica de IEF
tem sido utilizada no mapeamento cromossdmico dos genes de zeina (Soave &
Salamini, 1984; Wilson, 1989). Devido a natureza tripldide do endosperma, a
presenga de uma banda pode representar uma, duas, ou trés doses do gene.
Variagdes no aparecimento e intensidade destas bandas permitem analisar a
segregacao de genes responsaveis pelo acumulo de zeina (Benner et al., 1989),
e determinar a ligacao entre estes genes (Wilson ef al,, 1989).

As o-zeinas, constituidas pelas proteinas com pesos moleculares
aparentes de 19 e 22 kDa, correspondem a aproximadamente 70% do total das
prolaminas do endosperma do mitho. As zeinas de 19 e 22 kDa possuem uma
composigdo de aminoacidos similar, sendo que os mais abundantes s&o a
glutamina (20%), leucina (20%), alanina (14%) e prolina (9%) (Larkins et al.,
1984).

A estrutura primaria destas proteinas foi primeiramente determinada por
Geraghty et al. (1981), com base no sequenciamento de um clone de cDNA da
zeina de 22 kDa. Entre as caracteristicas observadas na sequéncia de
aminodcidos das a-zeinas, estd o aparecimento de repeticdes de dipeptideos,
sendo que o dipeptideo Ala-Ala aparece 7 vezes; 0 dipeptideo Leu-Leu 8 vezes;
e o dipeptideo GIn-GIn, 14 vezes. Outra caracteristica importante é a presenca
de uma sequéncia de 20 amino4cidos que se repete diversas vezes na regido
carboxi-terminal da proteina {Geraghty et al., 1981; Marks & Larkins, 1982). Uma



analise mais detalhada desta regido revelou que os polipeptideos de 19 kDa
contém nove destas repeti¢des, enquanto os polipeptideos de 22 kDa possuem
dez, explicando a diferenga de tamanho entre os dois grupos de a-zeinas
(Messing, 1987).

Uma analise das caracteristicas fisicas (potencial de hidratagéo,
polaridade e propensdo a formagdo de /oops e hélices) dos aminoécidos
compreendendo 0s nove segmentos repetidos das a-zeinas, mostrou que estes
correspondem a a-hélices, ladeadas por regiGes de Joop, ricas em glutamina.
Residuos polares e hidrofdbicos, distribuidos ao longo das hélices, permitem a
formagdo de pontes de hidrogénio inter e intra moleculares e de interagGes de
van der Waals entre as hélices vizinhas, de modo que as moléculas de zeina
podem se agregar em planos moleculares em forma de cilindro, explicando os
densos depédsitos envoltos por membrana formados pelas proteinas nas
sementes de milho (Argos et al., 1982).

Um novo modelo, considerando a existéncia de dez sequéncias repetidas
ao inves das nove anteriormente descritas, foi proposto por Garrat et a/. em 1993,
baseado na andlise da sequéncia de aminodcidos de seis clones de -
prolaminas. Neste modelo, as o-hélices formam um arranjo hexagonal,
consistente com o empacotamento das proteinas e com a oligomerizacdo
verificada nos corpusculos protéicos.

As B e & zeinas correspondem as proteinas de 14 e 10 kDa e, juntas,
constituem 10% da zeina total. As classes de zeina de 14 e 10 kDa s&o
caracterizadas pelo alto conteldo de aminoacidos contendo enxofre,
principalmente metionina e cisteina (Gianazza et al., 1977).

Pedersen et al. (1986) determinaram a sequéncia de aminoécidos da zeina
de 14 kDa através do sequenciamento do clone genémico gZ15A. Verificou-se
que a proteina contem 160 aminoacidos, sendo que 18 residuocs sao de
metionina e 7 de cisteina. Na zeina de 14 kDa, o contelido de metionina
corresponde a 11% do total de aminoacidos. Nenhuma sequéncia repetitiva de
peptideos foi identificada na zeina de 14 kDa, ndo tendo sido também encontrada



homologia de sequéncia entre as zeinas de 19 e 22 kDa e a zeina de 14 kDa
(Pedersen et al, 1986).

A zeina de 10 kDa tem uma composi¢cdo de aminoacidos semelhante a da
zeina de 14 kDa (Gianazza et al, 1977). A determinagio da sequéncia de
nucleotideos foi feita por Kirihara et al. (1988), constatando-se que a zeina de 10
kDa é composta por 129 aminodcidos, que n&o contém sequéncias repetidas,
porém possuem na regido central entre 17 e 29 residuos de metionina, em sua
maioria pares Met-Met, separados por dois ou trés outros residuos. O contetdo
de metionina na §-zeina de 10 kDa corresponde a 22,5% do total de aminoacidos
desta proteina (Kirihara et al., 1988).

A classe das y-zeinas contribue com 20% do conteldo total de zeinas
(Esen, 1986), sendo composta pelos polipeptidecs de 16 e 27 kDa (Prat ef af,
1987). O grupo das y-zeinas é rico em enxofre e soltivel em solu¢des aquosas e
solventes alcdolicos, na presenca de um agente redutor. A zeina de 16 kDa tem
propriedades de solubilidade semelhantes as da p-zeina (Esen, 1986). Uma das
caracteristicas da zeina de 27 kDa é o seu alto teor de prolina (25%) (Shotwell &
Larkins, 1989). Andlises de sequéncia do cDNA (Prat et al., 1985) e do DNA
gendmico (Boronat et al, 1986) das y-zeinas, revelaram que estas proteinas
contem trés dominios estruturais caracteristicos: (1) uma regido amino-terminal
rica em prolina e repetida em fandem ap6s o peptideo sinal, (2) um dominio de
ligagéo prolina-aaX e (3) uma regido carboxi-terminal hidrofdbica rica em cisteina.

A sintese das zeinas ocorre durante o desenvolvimento da semente, e se
inicia ao redor de 12 dias apdés a polinizagdo (DAP), terminando com a
maturidade da semente, aproximadamente aos 50 DAP (Jones ef al., 1977). O
acumulo do RNAm durante o desenvolvimento da semente segue a mesma
escala temporal das proteinas (Bianchi & Viotti, 1988).

As zeinas séo sintetizadas por polirribossomos presentes na membrana do
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e se agregam formando os corpusculos
protéicos, 6rgéos vesiculares de estocagem do endosperma, com didmetro de 1-2

um (Burr & Burr, 1976; Larkins & Hurkman, 1978). Todas as classes de zeina sdo



precedidas por um peptideo sinal, responsavel pelo direcionamento das mesmas
para o limen do RER (Burr & Burr, 1978; Ludevid ef al., 1984), local onde as
proteinas assumem sua conformagdo dobrada e onde se formam as pontes
dissulfeto (Shewry & Tathan, 1995). A concentragdo de zeinas parece diminuir
em diregdo ao centro da semente, visto que no centro os corpusculos protéicos
tornam-se menores e menos frequentes (Burr & Burr, 1979).

O acumulo das proteinas de reserva em corpos celulares é uma adaptacéo
que, provavelmente, previne sua exposi¢do a acao de enzimas envolvidas no
metabolismo. Qutras vantagens seriam o empacotamento facilitado, fornecido
por um ambiente de proteinas com propriedades bioquimicas semelhantes e com
capacidades interativas, e o fato das proteinas serem depositadas em uma
condi¢ao relativamente ndo-hidratada, o que facilitaria a dessecacéo da semente
(Lopes & Larkins, 1993).

4. ESTRUTURA E LOCALIZAGAO DOS GENES DE ZEINA

A heterogeneidade de carga das a-zeinas sugere que multiplos genes
codificam para estas proteinas (Marks & Larkins, 1982). Foram identificados de
75 a 100 genes, que se encontram organizados em familias multigénicas (Hagen
& Rubestein, 1981), sendo que aproximadamente 50 genes pertencem a classe
de zeina de 19 kDa, e ao redor de 25 genes correspondem & classe de zeina de
22 kDa (Wilson & Larkins, 1984). Esta descoberta foi obtida por analise de
Southern do DNA total de milho, hibridizado com sondas de cDNA das classes de
zeina de 19 e 22 kDa (Wienand & Feix, 1980; Hagen & Rubestein, 1981).
Existem vérias possibilidades de arranjos no genoma para membros de uma
familia multigénica. Eles podem estar dispersos por todo o genoma ou
organizados em clusters, tanto em um arranjo unico em fandem, como em
arranjos em tandem localizados relativamente distantes um do outro, no mesmo
cromossomo ou em cromossomos diferentes (Li et al., 1985).

Os clusters de a-zeina foram mapeados geneticamente nos cromossomos

4 e 7, com um unico gene encontrado no cromossomo 10 (Soave & Salamini,
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1984). O significado biolégico do arranjo em clusters dos genes de zeina ainda
nao esta completamente claro. Tem sido proposto que estes arranjos facilitam
eventos de conversdo e amplificacdo génica, resultando nos altos niveis de
expressao dos genes de zeina no endosperma (Messing, 1987).

A discrepancia entre 0 numero de genes de «-zeina e o numero de
polipeptideos de zeina (10-15) observados em uma determinada linhagem,
sugere que a maioria destes genes séo pseudogenes. De fato, varios genes de
a-zeina isolados contém cddons de terminagéo na sua sequéncia codificadora,
podendo corresponder a pseudogenes (Liu & Rubestein, 1992; Thompson et al.,
1992).

Embora os polipeptideos de zeina de 19 e 22 kDa possuam uma estrutura
semelhante, as duas classes diferem significativamente ao nivel de nucleotideos.
Em estudo realizado por Marks et al. (1985), a comparagéo da sequéncia de trés
cDNAs codificando para genes de zeina de 22 kDa, mostrou somente 60 a 65%
de identidade com cinco cDNAs codificando para genes de zeina de 19 kDa. A
classe das o-zeinas ndo é estreitamente relacionada as outras classes de zeina,
apresentando menos de 40% de identidade com as f-, - e y-zeinas (Marks ef al.,
1985, Pedersen et al., 1986; Shewry & Tatham, 1990).

Tem sido proposto que os genes de zeina de 22 kDa se originaram dos
genes de zeina de 19 kDa por duplicagéo e divergéncia (Marks ef al., 1985). No
entanto, evidéncias obtidas de uma espécie de graminea relacionada, Coix
lacryma-jobi L., parecem indicar o oposto. Leite et al (1990), realizaram
hibridizacbes com sonda de um gene de zeina de 22 kDa e identificaram genes
de coixina homdlogos aos genes desta classe de zeina. Porém, quando um gene
de zeina de 19 kDa foi utilizado como sonda, nac foram encontrados genes
homologos em Coix. Com base nestes resultados, os autores sugerem que um
ancestral do gene de 22 kDa sofreu uma duplicagdo, dando origem ao gene de
19 kDa, e que este evento ocorreu apds a divergéncia entre mitho e Coix (Leite et
al., 1990).

No caso dos genes codificando para as classes de zeina de 10, 14, 16 e

27 kDa, somente um ou poucos genes foram detectados no genoma. Foram
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encontradas entre uma e trés copias do gene de zeina de 14 kDa, no
cromossomo 7 do milho (Wilson & Larkins, 1984). A zeina de 10 kDa é
codificada por um unico gene, dzs70, localizado no brago longo do cromossomo 9
(Benner et al., 1983). O gene de zeina de 27 kDa ocorre em uma unica cépia, ou
como uma duplicagdo em fandem de 12 Kb, dependendo da variedade de milho
estudada (Das & Messing, 1987), e somente um unico gene de zeina de 16 kDa
foi identificado (Das et al., 1991).

Comparagdes entre o cDNA e clones gendmicos das diversas classes de
Zzeina indicaram que estes genes, ao contraric da maioria dos genes de
eucariotos, n3o contém introns. Até o momento, nao foram identificados genes
de zeina que contenham introns (Hagen & Rubestein, 1981; Hu et al., 1982;
Pederson et al., 1982; 1986; Spena et al., 1983; Kridl et al., 1984; Kirihara et al.,
1988; Heidecker et al., 1991; Thompson et al., 1992)

5. CONTROLE DA TRANSCRIGCAO DOS GENES DE ZEiNA

Os mecanismos que regulam a expressdo dos genes de proteina de
reserva estdo comegando a ser descobertos. Uma das mais importantes
observacdes & que as proteinas de reserva sdo principalmente reguladas ao
nivel de transcricdo (Higgins, 1984; Kodrzycki, 1989). Portanto, o foco da
pesquisa atual é direcionado para a descoberta de sequéncias reguladoras em
cis no DNA, e de fatores protéicos em frans, que controlem a transcri¢ao destas
proteinas no endosperma em desenvolvimento (Motto et a/., 1989; Schmidt, 1993;
Ueda & Messing, 1993). Mecanismos pds-transcripcionais também parecem estar
operando, mas poucos trabalhos tém sido realizados nesta area. No entanto, um
locus regulatério, dzr1, que regula o acumulo da zeina de 10 kDa por um
mecanismo pds-transcripcionai, foi identificado e mapeado no brago curto do
cromossomo 4 (Benner et al., 1989; Chaudhuri & Messing, 1995). Este locus € o
responsavel por um aumento nos niveis de proteina e RNAm da zeina de 10 kDa,
na linhagem de milho BSSS-53 (Cruz-Alvarez ef al., 1991; Schickler ef al., 1993).
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Embora a transcrigdo dos varios genes de zeina seja coordenadamente
regulada nos diversos estagios do desenvolvimento do endosperma, o nivel de
expressao desses genes varia entre as familias génicas. Algumas familias
possuem um conteudo de RNAm estavel maior que o de outras familias mas, em
geral, existe uma boa correlagéo entre o nivel de RNAm e o numero aparente de
genes em cada familia (Marks et al, 1984). Uma excegdo parece ser o gene
codificando para o polipeptideo de 14 kDa. Experimentos de Dot biot, realizados
com a linhagem padréo W64, mostraram que o nivel de transcritos produzido por
este gene ¢ trés vezes maior do que o produzido pelas familias multigénicas de
19 e 22 kDa, sugerindo que 0 mesmo é transcrito numa taxa maior no
endosperma em desenvolvimento, ou que seus RNAs mensageiros sdo mais
estaveis (Marks ef al., 1986).

Estudos transcripcionais in vitro e in vivo, realizados em sistemas
heterdiogos, tém se mostrado de alcance limitado na anélise de regulagdo das
zeinas, devido a diferencas de composigdo e especificidade dos complexos
regulatérios dos hospedeiros heterdlogos (Feix & Quayle, 1993). J4 o estudo da
expressao de genes de zeina em sistemas homdlogos fornece resultados mais
significativos. A atividade dos promotores de zeina foi detectada em
experimentos de transformagdo transiente de protoplastos (Schwall & Feix,
1988), e em células de endosperma em cultura (Quayle et a/., 1991 Ueda &
Messing, 1991). A regulag@o aparenta ser tecido-especifica, visto que o mesmo
promotor de zeina n&o € ativo quando transformado em uma linhagem de células
néo derivadas do endosperma (Schwall & Feix, 1988; Quayle ef al., 1991 ).

Células de endosperma em cultura, assim como a técnica de
transformacdo por bombardeamento de particulas (Klein ef al., 1987), tém se
mostrado uteis na descoberta de novos elementos reguladores em cis nos
promotores dos genes de zeina. Embora a maioria dos estudos feitos tenha
utilizado promotores dos genes de 19 kDa (Schwall & Feix, 1988; Quayle ef al.,
1991, Ueda & Messing, 1991), estudos mais recentes tém focalizado os
promotores dos genes de zeina de 22 kDa (Schmidt ef al., 1992; Ueda ef af,,
1992). Os genes de zeina de 22 kDa s&o regulados diferentemente dos genes
de zeina de 19 kDa.
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6. ELEMENTOS EM CI/S ENVOLVIDOS NA REGULAGAO DOS GENES DE
ZEINA

Os genes de zeina de 19 e 22 kDa possuem um arranjo complexc na
regido promotora, consistindo de dois promotores, um denominado promotor 2
(P2), posicionado imediatamente antes dos genes, e outro localizado 900 a 1000
pb acima, denominado promotor 1 (P1). Cada promotor possue dois sitios de
inicio de transcrigdo e sequéncias TATA e CAAT (Benoist et al, 1980).
Experimentos in vitro utilizando oécitos de Xenopus mostraram a produgdo de
transcritos iniciados em ambos os promotores, embora uma preferéncia pelo P2
tenha sido evidenciada (Langridge & Feix, 1983). Entretanto, utilizando-se
extratos de células Hela, somente transcritos correspondentes ao inicic da
transcricdo em P1 foram produzidos, enquanto em algas Acetabularia, o promotor
2 se mostrou inativo (Brown et a/,, 1986). A presen¢a de dois promotores pode
estar relacionada com os altos niveis de expressdo dos genes de zeina no
endosperma.

Além de uma estrutura de promotor caracteristica, as regides 5' e 3’ dos
genes de zeina possuem sequéncias consenso, tipicas dos genes de eucariotos,
incluindo os boxes TATA e CAAT, na regido flanqueadora 5, e o sinal de
poliadenilacdo AATAAA, na regido 3' (Pedersen ef al., 1982; Kridl et al., 1984; Liu
& Rubestein, 1992).

A regido de maior similaridade encontrada entre os genes de zeina de 19
e 22 kDa, é a sequéncia conservada, ACATGTGTAAAGGT. Este motivo de 14
pb esta posicionado entre -300 e -350, relativo ao cddon de iniciacdo ATG nestes
promotores, sendo denominado elemento -300 ou prolamin box, e possui alta
homologia com uma sequéncia enhancer do virus SV40 (Zenke ef al., 1986). Uma
porcdo desta sequéncia, TGTAAAG, contendo 7 pb, é também encontrada nos

promotores dos genes de B- e y-zeina, assim como nos promotores dos genes de
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prolaminas isolados de outros cereais, incluindo trigo, cevada, sorgo e Coix
(Forde et al., 1985; De Rose et al., 1989; Ottoboni et a/., 1993).

A presenga de sequéncias conservadas em diferentes espécies sugere
que estas possuem um papel regulatério (Liu & Rubestein, 1992). Foi proposto
que estas sequéncias atuam na expressao tecido-especifica dos genes de zeina.
Esta hipdtese foi sustentada pela ligagdo de alguns fatores protéicos, presentes
no endosperma, a regi@o do prolamin box de um gene de zeina de 19 kDa (Maier
et al., 1988).

7. MUTANTES QUE AFETAM A SINTESE DE ZEINA

Outra abordagem, utilizada na anélise da regulagéo da transcricdo dos
genes de zeina, é a descoberta de elementos reguladores em frans, através do
estudo de mutantes que afetam a sintese de zeina. Todos estes mutantes tem
um fendtipo similar, com um endosperma opaco, macio e esbranqui¢ado (Mertz et
al, 1964; Nelson et al, 1965). O fendtipo opaco destes mutantes &
correlacionado com uma diminuigdo do acimulo de zeina no endosperma,
quando comparado com o tipo selvagem (Lee et af., 1976).

A mutag&o recessiva 02 foi identificada por Singleton e Jones na década
de 30 (Emerson et al, 1935), mas seu efeito no acimulo de proteinas da
semente foi determinado por Mertz ef al. em 1964. Ficou demonstrado que a
mutaggo era responsavel por um melhor balango do contetido de aminoacidos na
semente devido, principalmente, a um aumento no teor de lisina. Isto se deve a
uma reducao da porcentagem de zeina no endosperma, € aumento de outras
fracdes protéicas, geralmente denominadas n&o zeinas, que s&o ricas em lisina e
triptofano (Shotwell & Larkins, 1989). Apesar do aumento de aproximadamente
50% no conteudo de fisina, outros efeitos fenotipicos estdo associados a esta
mutagdo, como baixa produtividade, endosperma quebradico e maior
susceptibilidade ao ataque de microorganismos e insetos (Ortega & Bates, 1983),

o que veio a dificultar a utilizagdo do mutante 02 em escala comercial.,
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Os clones 02 isolados (Schmidt ef al., 1987; Motto et al.,, 1988) contém
cinco introns e seis exons (Maddaloni et al., 1989}, e estdo localizados no brago
curto do cromossomo 7, proximos aos genes que codificam para a zeina de 19
kDa (Soave & Salamini, 1984). O gene 02 codifica para uma proteina do tipo
ziper de leucina (b-Zip), caracteristica de protooncogenes de mamiferos (Jun e
Fos) e de fatores de transcrigdo em fungos (GCN4) (Pabo & Sauer, 1992). Esta
proteina interage com sequéncias especificas do promotor dos genes de a-zeina
de 22 kDa ativando sua transcrigcdo (Schmidt et a/., 1992). O decréscimo no
conteudo da zeina de 22 kDa no mutante 02, se da em fungéo de um decréscimo
na taxa de transcricdo, resultando em auséncia total ou parcial dos RNAm
especificos desta classe de zeina (Kodrzycki et al., 1989).

MutagOes nos /oci opaco 2 (02) e endosperma defectivo B-30 (DeB-30),
causam uma redugdo preferecial da classe de zeina de 22 kDa (Lee et al., 1976;
Jones et al, 1977, Salamini et al, 1979). No entanto, estudos recentes
demonstraram que o focus 02 afeta, em uma menor extenséo, a classe de zeina
de 14 kDa (Cord Neto et a/., 1995). A quantidade de proteina das classes de 16
e 27 kDa também é afetada pela mutagdo 02, dependendo do background
genético da linhagem (Geetha ef al., 1991).

O Jocus regulatdrio opaco 7 (o7), localizado no brago longo do
cromossomo 10 (Soave & Salamini 1984), causa uma diminuigdo na classe de
zeina de 19 kDa (Di Fonzo ef al,1980), enquanto os mutantes floury 2 (f12),
opaco 6 (06) e Mucronato (Mc) afetam igualmente as classes de zeina de 19 e 22
kDa (Jones, 1978; Salamini et al., 1983; Motto et a/., 1989).

Existem duas outras proteinas cujo padrdo de acumulo é alterado por
estes mutantes. Uma proteina de 32 kDa, denominada b-32, é encontrada em
abundancia no citoplasma soluvel do endosperma, e sua expressdo é
dramaticamente reduzida nos mutantes 02 e 06 em comparacdo com o tipo
selvagem (Soave et al., 1981). Ja a proteina de 70 kDa, denominada b-70, tem
sua expressao aumentada nos mutantes 2, Mc e De-B30 (Marocco et al., 1991).
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8. MELHORAMENTO DA QUALIDADE NUTRICIONAL DO MILHO

A cada ano, a colheita mundial de cerais atinge 1,7 bilh6es de toneladas
de graos (Keris ef al. 1985). O consumo direto de sementes de cereais e
legumes corresponde a aproximadamente 70% dos requerimentos alimentares
mundiais (FAQ, 1970). No entanto, a maioria das sementes ndo constitui um
recurso balanceado de proteinas, devido a deficiéncia em um ou mais
aminoacidos essenciais nas proteinas de reserva. Para manter uma dieta
balanceada, o homem requer oito aminoacidos dos alimentos (isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina), por ndo ser capaz de
sintetiza-los no organismo (Deutscher, 1978).

O milho € um dos cereais mais importantes no que diz respeito a
alimentag&o mundial, respondendo sozinho por 25% do consumo direto e indireto
de alimentos pelo homem (FAO, 1988). No Brasil, a producdo deste cereal
corresponde a mais de 30% da produgdo total de grdos (Pinazza, 1993). No
entanto, o milho é deficiente nos aminoacidos lisina, triptofanc e metionina,
essenciais na alimentacdo do homem e outros animais monogastricos (Nelson,
1979).

Tem sido dificil produzir methoramentos significativos no conteddo de
aminoacidos das plantas produtoras de sementes, devido a complexidade
genética das plantas e ao fato de que um aumento no contetido de determinado
aminoacido pode acarretar uma perda em outros caracteres agrondémicos
importantes (Lopes & Larkins, 1983).

A descoberta e caracterizacdo do mutante opaco 2 trouxe certa
expectativa aos melhoristas de milho, mas suas caracteristicas agrondmicas
indesejaveis dificultaram sua utilizagdo comercial. Logo apds a caracterizagdo
inicial do milho 02, foram identificados genes que melhoravam o fenétipo do
mutante, dando a este uma aparéncia normal (Paez et al., 1969). Estes genes
sdo denominados modificadores opaco 2. A habilidade destes genes em
converter o endosperma opaco e quebradico destes mutantes em um fendtipo

normal, forneceu a base para o desenvolvimento de mutantes opaco 2
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modificados, que possuem uma concentracdo normal de proteinas e um
endosperma vitreo, assim como um conteudo de lisina duas vezes maior que nos
gendtipos normais (Ortega & Bates, 1983).

Através de um longo processo de retrocruzamentos e selegdo recorrente,
melhoristas do Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo, CIMMYT,
combinaram a mutag¢do 02 com modificadores genéticos, para gerar variedades
similares ao milhe normal que mantivessem 0 alto conteudo de proteinas. Estes
genétipos sdo denominados “ Quality Protein Maize” ou QPM (Vasal et a/, 1980,
Vasal, 1984).

Phillips et al. (1981), reportaram a descoberta de uma linhagem de milho,
BSSS-53, com um conteudo 30% maior de metionina, comparando-se com outras
linhagens testadas. Analises de Northern blot, mostraram um aumento do nivel
de RNAm da zeina de 10 kDa, nas sementes em desenvolvimento da linhagem
BSSS-53, fornecendo a base molecular para um aumento da producdo desta
proteina (Kirihara et al., 1988). Analises de Southern blot indicaram que existem
somente um ou dois genes de zeina de 10 kDa no genoma da linhagem de milho
BSSS-53 (Kirihara et al., 1988).

Tem-se tentado melhorar a qualidade nutricional de piantas produtoras de
sementes por transferéncia heterdloga de genes de proteinas de reserva de
outras plantas. Ohtani ef al. (1991) reportaram a utilizacdo de um gene quimérico
contendo sequéncias codificadoras dos genes de a-zeina. Estas sequéncias
foram modificadas por mutagénese sitio especifica, resultando em um maior
conteudo de lisina, sendo a seguir clonadas sob ag¢do do promotor de B-faseolina
para transformagdo de sementes de tabaco. No entanto, somente pequenas
quantidades de proteina foram acumuladas na semente. Analises do RNAm nos
polissomos das sementes em desenvolvimento, sugeriram que os RNAs foram
traduzidos eficientemente, mas que as novas zeinas sintetizadas eram instaveis.

Um trabalho mais recente, realizado por Bagga ef al. (1995), mostrou
progressos significativos na introdugdo de genes de zeina em plantas de tabaco.

A sequéncia codificadora da zeina de 14 kDa, sob o controle do promotor
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constitutivo 35S, foi utilizada na transformagédo de folha, semente, raiz e caule de
tabaco. Os resultados obtidos demonstraram que o gene de zeina de 14 kDa &
transcrito eficientemente nas sementes e nos tecidos vegetativos, e que o nivel
destes transcritos na planta transgénica é maior do que nas sementes de cereais.

A construgéo de genes sintéticos € outra alternativa para o melhoramento
da qualidade nutricional dos cereais. Yang et al. (1989) utilizaram um fragmento
de gene sintético, contendo 292 pares de base, e codificando para uma proteina
composta de aproximadamente 80% de aminoacidos essenciais, na
transformac&o de plantas de batata, por Agrobacterium rhizogenes. No entanto,
0s niveis de express@o da proteina detectados foram bastante baixos (0,02 -
0,35% do total de proteinas da planta).

Levando-se em conta os problemas encontrados na construgéo de genes
sintéticos, e na expressdo dos mesmos em sistemas heterdlogos, a descoberta
de novos mutantes, com niveis de aminoacidos essenciais mais elevados e sem
caracteristicas agrondmicas indesejaveis, é de grande importancia no
melhoramento. Uma alternativa para o melhoramento nutricional é o uso de
procedimentos capazes de gerar variabilidade genética, como a variagdo

somaclonal.

9. VARIAGAO SOMACLONAL

A cultura de tecidos € capaz de gerar variabilidade genética de maneira
rapida e sem tecnologia sofisticada, através da obtengéo de plantas regeneradas.
Este fendmeno, conhecido como variagdo somacional, tem importancia
significativa no melhoramento de plantas e foi observado em milho (Edallo et af.,
1981), arroz (Shaeffer, 1982), aveia (McCoy ef al., 1982), cevada (Orton, 1980) e
trigo (Larkin et al., 1984), entre outros. O termo variagdo somaclonal foi criado
por Larkin e Scowcroft, em 1981, para designar a variagao genética herdada pela

progénie dos primeiros regenerantes.
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Chaleff (1981) propés o simbolo R para o regenerante, com R1
representando a progénie de sementes da primeira planta regenerada e R2, R3,
etc, para as sucessivas geragdes de sementes resultantes de autocruzamento.
Cruzamentos de plantas regeneradas com ¢ pai homozigoto foram designados R
x P e a progénie de tal cruzamento & denominada F1.

Linhagens selecionadas em cultura de tecidos s&o chamadas variantes até
que a causa da mudanca fenotipica seja esclarecida. O termo mutante & usado
somente quando evidéncias genéticas ou moleculares de mutacdo séo
confirmadas (Meins, 1983).

Tem-se questionado se a variagdo somaclonal é resultado de diferencas
pré-existentes nas células somaticas (Skirvin & Janick, 1976), ou se € induzida
por componentes do meio de cultura (Lorz & Scowcroft, 1983). Milller ef al.
(1990), verificaram um maior grau de instabilidade genética em plantas de arroz
mantidas por um periodo mais longo em cultura (67 dias), quando comparadas
com plantas mantidas por 28 dias em cuitura.

Mutacbes sdo a principal causa de mudangas fenotipicas, tendo sido
confirmadas apods a regeneragéo das plantas, pela transmissdo sexual do gene
alterado e pelo modo de heranga (Maliga, 1980). Mudangas epigenéticas podem
ser induzidas pelas condi¢des de cultura e ndo sio Uteis em melhoramento, por
ndo serem expressas nas progénies de plantas regeneradas (Evans & Sharp,
1986).

A variagdo somaclonal causa modificagbes genéticas que vao desde
simples mudangas em um Unico par de bases até alteragcbes genéticas mais
complexas, como variagcdo no numero e estrutura dos cromossomos (McCoy et
al.,, 1982), mixoploidia de células somaticas diferenciadas (Vasil et al., 1983) e
ativagao de elementos de transposicdo (Planckaert & Walbot,1989). A variagdo
somaclonal pode ocorrer também devido a uma amplificagdo ou delegdo do
nimero de copias de um gene, translocacdo de um gene e modificagdo dos
padroes de metilagdo (Brown, 1989).

A auséncia de um método simples, rapido e direto para medir a extensao
da variagdo somaclonal, constitui um grande obstaculo em seu estudo (Orton,
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1983). Ao nivel fenotipico, a extenséo da variagdo somaclonal é geralmente
dada pela determinagdo da porcentagem de plantas aberrantes. A variagdo
somaclonal pode também ser determinada ao nivel molecular e citolégico. A
maioria destas determinagdes € trabalhosa e, por ser em geral qualitativa, €
também necessario determinar o numero de plantas alteradas e,
consequentemente, analisar um grande nimero delas (De Klerk, 1990).

Alguns caracteres de importancia agronémica frequentemente demonstram
variagdo somaclonal herdavel. Entre estes estdo altura, maturidade, cor da
semente, variacdo em enzimas e variagao nas proteinas de reserva (Cooper et
al., 1986).

As gliadinas, proteinas de reserva de trigo, sdo codificadas por familias
multigénicas. Variagées herdaveis no padrdo eletroforético das gliadinas, em
somaclones derivados da linhagem Yaqui S0E, foram verificadas por Larkin ef a/.
(1984). Uma média de 3 mudangas por individuo da progénie R2 foi observada.
Estas mudangas na expressdo de proteinas desta familia multigénica foram
independentemente confirmadas em diferentes genoétipos por Cooper et al
(1986). Em ambos os casos houve bandas de proteinas deletadas e bandas de
proteinas em novas posi¢cdes. Pdde-se postular que rearranjos induzidos por
cultura podem alterar a regulagdo da expressdo, sendo que um gene da familia
multigénica, que era previamente expresso, se encontre reprimido e um gene
inicialmente silencioso seja, entéo, expresso.

Com o desenvolvimento da analise genética molecular de genes de
eucariotos, tornou-se evidente que um grande numero de produtos génicos sao
codificados por familias multigénicas. Mesmo fendtipos para os quais dados
genéticos e de produtos génicos eram sugestivos de codificagdo por um tnico
gene, provaram ser relacionados a pequenas familias multigénicas (Scarpulla et

al, 1982). Também se verificou que a multiplicidade dos genes excede a

multiplicidade dos produtos génicos expressos. Este é o caso da complexa
familia de genes codificando para as proteinas de reserva de milho, zeinas (Burr
et al,, 1982).

A capacidade de gerar variantes somaclonais &, portanto, uma ferramenta
valiosa na analise destas familias génicas que codificam para genes de

importancia agrondémica (zeinas, gliadinas, glutelinas, a-amilases).
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10. OS SOMACLONES

A linhagem de milho Cat-100-6, obtida a partir de varios ciclos de
autofecundacao de plantas da raga Cateto, foi utilizada em cultura in vitro para a
obteng@o de plantas regeneradas a partir de calli do tipo | (Prioli, 1987). As
plantas regeneradas foram plantadas no campo experimental do Departamento
de Genética e Evolugdo da UNICAMP. Uma andlise fenotipica destas plantas
permitiu observar diversas caracteristicas que as diferenciavam da linhagem
original. Entre os diversos regenerantes obtidos, um deles, denominado $1587,
se destacou por sua elevada estatura e vigor (Fig. 1 A). A analise posterior de
progénies derivadas do somaclone S1587 por autofecundacdo, revelou a
presenca de mutantes de endosperma (Fig. 1 B) (Targon et al., 1991).

Uma das progénies resultantes de autofecundacéo do somacione S1587,
denominada S1587-17, foi selecionada para estudos de tolerancia ao aluminio
por possuir um alto nivel de sensibilidade ao aluminio toxico (Moon ef af,
submetido a publicag&o). No caso especifico da andlise das zeinas, a selecdo
desta planta se deu baseada principalmente na existéncia de mutantes de
endosperma que ja haviam sido caracterizados, fornecendo indicios de
alteracGes nas proteinas de reserva.

Além do somaclone S1587-17, outras oito progénies foram selecionadas
para um estudo comparativo das alteragGes nas proteinas de reserva, com base
na caracterizagéo fenotipica das espigas. Este material se constitui, portanto, de
grande importancia na analise de proteinas de reserva e na caracterizagdo de

progénies com uma melhor qualidade nutricionai.
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Figura 1 A - Fendétipo do Somaclone S1587
Vista panorédmica do campo experimental do Departamento de Genética e

Evolugéo - UNICAMP. Em destaque é possivel observar o alto vigor do variante
somaclonal S1587 e, ao lado, outros regenerantes obtidos por cultura de tecidos.
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Figura 1 B - Mutante de Endosperma do Somaclone S1587

Exemplo de mutante de endosperma observado em progénies do variante

somaclonal S1587.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo inicial, caracterizar alteragdes
ocorridas nos genes de zeina, no variante somaclonal de mitho, $1587-17,
comparando-o com a linhagem original Cat100-6, e mapear os possiveis genes
de «-zeina alterados no somaclone.

Em uma segunda etapa, a selegéo de outros oito somaclones com base
em aiteracles fenotipicas das sementes, objetivou a caracterizagdo de novos
materiais vegetais que demonstrassem alteragGes nas demais classes de zeina,

com enfoque em melhoramento da qualidade nutricional.

Para alcangar tais objetivos, foram realizadas as seguintes etapas:

1. Utilizagao de IEF para a detecgdo de polipeptideos alterados e para andlise

de segregag¢éo destes na populacgio F2.

2. Analise dos polipeptideos alterados em gel de 2-D para verificagdo das

classes de zeina afetadas.

3. Analise de ligacdo dos polipeptideos alterados que segregaram na populacio
F2, através da utilizagdo do programa Mapmaker.

4. Mapeamento dos genes de zeina alterados, através de hibridizagdes com

sondas de RFLP proximas aos clusters de a-zeinas dos cromossomos 4 e 7.

5. Selecéo de novos somaclones a partir de andlise fenotipica das espigas.

6. Analise do perfil eletroforético das zeinas dos diferentes materiais em SDS-
PAGE.
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7. Analise do perfil de restrigdo das classes de zeina de 14, 19 e 22 kDa da

linhagem original e dos somaclones por Southern blot.

8. Analise do conteudo de aminoacidos das progénies que mostraram alteragées
significativas na classe de zeina de 14 kDa e 22 kDa.

9. Verificagdo do padréo de expresséo dos genes de zeinas de 14, 19 e 22 kDa

nos diferentes estagios do desenvolvimento da semente, através de

experimentos de Northern blot.
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MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL VEGETAL

Plantas da linhagem de milho “flint", Cat100-6, derivada de uma populacéo
da raga Cateto, foram obtidas & partir do Banco de Germoplasma de Milho do
Departamento de Genética e Evolugdo da Universidade Estadual de Campinas.
Além da linhagem original, foram selecionadas plantas obtidas por variagéo
somaclonal através da passagem em cultura de tecidos da linhagem Cat100-6
(Prioli, 1987), denominadas S1587-17, S1, 82, S3, S4, S5, S6, S7 e S8. Foram
utilizadas plantas na sétima geragéo de autofecundagéo (R7).

Plantas F1, derivadas do cruzamento entre a linhagem original Cat100-6 e
a progénie S$1587-17, foram autofecundadas para obtengdo de uma populagéo

segregante F2.

2. METODOLOGIAS BASICAS

As metodologias basicas de rotina laboratorial, abaixo relacionadas, foram
realizadas segundo Sambrook et a/.,, 1989.
- Preparo de solugdes e meios de cuitura bacteriana
- Preparo de células competentes
- Transformacgao de E.Coli-DH5a
- Mini-preparagéo de plasmideos

- Digestédo do DNA com enzimas de restrigdo
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3. OBTENGAO DE FARINHA DA SEMENTE

Aproximadamente 30 sementes de Cat100-6 e dos nove variantes
somaclonais foram umedecidas em dgua destilada por 30 min para a remoc¢ao do
embrigo e aleurona, sendo a seguir moidas em um moinho de bota (Tecnal,
TE350) por aproximadamente 2 minutos, até a formacao de uma farinha fina.

A farinha obtida foi desengordurada por tratamento com acetona. Apds
adigdo de 5 volumes de acetona, os tubos foram agitados com o auxilio de um
vortex. Centrifugou-se a 3.500 rpm em centrifuga de mesa (Beckman, GPR) por 5
min e descartou-se o SN. O procedimento foi repetido.

Apés o tratamento, a farinha das diferentes amostras foi colocada em
placas de Petri, para secar a temperatura ambiente.

4. EXTRAGAO DE PROTEINAS DA SEMENTE
4.1 Extragdo de Zeinas para SDS-PAGE

A extragéo das zeinas das sementes da linhagem original e dos nove
somaclones foi feita de acordo com a metodologia descrita por Wallace et al.,
1990, com algumas modifica¢des, como descrito a seguir.

Cem miligramas de farinha das sementes dos diferentes materiais vegetais
foram homogeneizados, com o auxilio de vortex, em 1 ml de tamp&o de extracdo
contendo borato de sédio 0,0126 M pH10; 1% de SDS e 2% de 2-Me. As
amostras foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitagéo
constante e, a seguir, centrifugadas por 15 min a 12.000 rpm em microcentrifuga.
O SN foi transferido para tubo falcon de 15 ml. A extrag&o foi repetida por mais
duas vezes e o SN adicionado ao tubo falcon .

As zeinas foram entdo separadas das demais fragbes protéicas da
semente, ndo zeinas, através da adigdo de etanol absoluto ao SN, em uma
concentragdo final de 70%. Apéds incubagcdo em gelo por 30 minutos,
interrompida por agitagdo em vortex a cada dez minutos, centrifugou-se a 3.000
rem por 20 min em centrifuga de mesa (Beckman, GPR). O SN, correspondente
as zeinas, foi transferido para novo tubo e estocado a 4°C.
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4.2 Extragao de Zeinas para IEF

Trinta miligramas de farinha das sementes de Cat100-6, S51587-17, F1 e
F2 foram pesados em tubo eppendorf, adicionando-se, a seguir, 150 ul de
solugéo de extragdo contendo 55% de isopropanol e 2% de 2-Me.

Depois de homogeneizado em vortex por aproximadamente um minuto, o
material foi mantido sob agitagdo constante a temperatura ambiente, durante a
noite. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm em microcentrifuga por 10
min. O SN, correspondente as zeinas, foi transferido para novo tubo eppendorf e

estocado a 4°C.

5. ANALISE DAS ZEINAS EM GEL

5.1 Gel de SDS-PAGE

A analise comparativa do perfil eletroforético das zefnas na linhagem
original Cat100-6 e nos somaclones foi realizada em géis de SDS-PAGE 15%,
segundo modifigdes da metodologia de Laemmli (1970).

O gel de resolugéo foi preparado a partir de 12 ml de uma solugio estoque
de acrilamida e bis-acrilamida (29,2:0,8 p/p); 3 ml de tamp&o de resolugdo (Tris-
HCI 3M pH 8,8); 240 ul de SDS 10%; 168 ul de PAM 10%; 16,8 ul de TEMED e
8,57 m! de agua milli-Q, e vertido em placas de vidro separadas por espagadores
de 1,5 mm, imediatamente apés a adi¢éo dos catalizadores da reagéo.

Apbs 60 minutos, correspondentes ao periodo de polimerizagdo do gel,
adicionou-se o gel de empacotamento consistindo de 1m| da solugdo estoque de
acrilamida e bis-acrilamida, 2 ml de tampao de empacotamento (Tris-HCI 0,5M pH
6,8); 80 pl de SDS 10%; 56 pl de PAM 10%; 5,6 ul de TEMED e 4,8 m! de agua
milli-Q.

Antes da aplicagdo no gel, 40 ul de cada amostra, quantidade
correspondente a 0,5 mg de farinha, foram desnaturados por 5 min a 100°C, na
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presenca de 60 ul do tampéo de amostra (Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8; 2% de SDS;
5% de 2-Me; 10% de glicerol; 0,02% de azul de bromofenol).

A corrida foi realizada em cuba de eletroforese (Bio-Rad) contendo tampé&o
Tris-Glicina (0,3% de Trizma Base; 0,1% de SDS e 1,4% de glicina). A voltagem
aplicada foi de 110V, até a saida do azul de bromofenol do gel.

O gel foi corado por 2 h em solugdo de 0,25% de Coomassie Blue R250
(Sigma) em metanol/acido acético/dgua (45:10:45 viv) e descorado em solugéo
de metanol/acido acético/agua (30:10:60 viv).

O peso molecular aparente das proteinas foi calculado com base nos
métodos descritos por Plikaytis et al. (1986), com o auxilio do programa
Eletroforese, tendo como base o padréo de peso molecular na faixa de 14 a 200
kDa (Gibco-BRL).

A determinagdo do contelido de zeinas no gel foi feita por andiise
densitometrica em densitémetro a laser (UltroScan XL, LKB).

5.2 Gel de Isoeletrofocalizagio (IEF)

A detecgo de polipeptideos de zeina alterados na linhagem original e no
somaclone S1587-17, assim como a analise do padrio de segregacdo destes na
populagéo F2, foram realizadas em géis de |EF segundo a metodologia descrita
por Wilson (1984).

As placas de vidro foram aderidas chapas de GelBond (FMC) de 0.2 mm
de espessura, de modo a ficar um lado hidrofilico e outro hidrofébico em contato
com o gel. As placas foram separadas com espagador de borracha, em forma de
U, com 0.75 mm de espessura,

Para o preparo do gel, adicionou-se 0,3 g de agarose (Isogel, LKB) a 18 ml
de agua milli-Q e dissolveu-se em banho a 100°C por 10 min. A temperatura do
banho foi abaixada para 60°C e adicionou-se 1,2 ml de uma solugéo estoque de
DTT 1 M. A seguir, foram adicionados 0,3 ml de anfélito pH 3,5-9,5 (BioRad) e

1,2 m! de anfdlito pH 5-8 (BioRad). Por fim, adicionou-se 9 g de uréia e misturou-
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se com bastéo de vidro até a completa dissolugdo. O volume final foi completado
para 30 ml com agua milli-Q.

Depois de colocado na placa com auxilio de pipeta de vidro pré-aquecida,
o gel foi mantido a 4°C por aproximadamente 12 h até a sua total polimerizagéo.
Apbs a polimerizagdo do gel, as placas de vidro foram separadas, ficando o gel
em contato com a GelBond hidrofilica. O gel foi colocado na pilaca horizontal da
cuba de focalizagéo isoelétrica do aparelho Multiphor Il (LKB), previamente
resfriada a 10°C. Foram entdo aplicados 5 ul de cada amostra no gel, em um
espacador de amostras de borracha vedado com éleo de silicone. NaOH 1 M foi o
eletrdlito utilizado no catodo do gel. No anodo foi utilizado 4cido acético 0,5 M.

A corrida eletroforética foi dividida em trés etapas conforme a voltagem: na
primeira etapa, aplicou-se uma voltagem de 200V durante 15 min para a entrada
das amostras no gel. Retirou-se entdo o espagador de aplicagdo de amostras e,
em uma segunda etapa, aplicou-se uma voltagem de 600V por 25 min. Na etapa
final, a voltagem aplicada foi de 1.000V por uma hora.

Apos o término da corrida, o gel foi colocado em uma solugdo de acido
acético/TCA/agua (5:3:92 v/v) para a fixagdo das proteinas. O gel foi lavado
brevemente com agua destilada, seco com o auxilio de papel de filtro e corado
com 0,5% de Coomasie Blue R 250 (Sigma) diluido em uma solucdo de
metanol/acido acético/dgua (20:10:70 viv). O gel foi descorado com a mesma
solucdo utilizada na dissolugéo do corante.

Os pontos isoelétricos (pls) das diversas bandas foram determinados com

o auxilio de proteinas padrdo (Sigma) de pls conhecidos.
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5.3 Gel Equivalente de 2-D

Esta metodologia foi utilizada para a determinag&o do peso molecular dos
polipeptideos alterados analizados em IEF.

As bandas de interesse detectadas no gel de IEF foram cortadas com o
auxilio de um bisturi, colocadas em tubos eppendorf contendo 20 pl de tampéo
de amostra, sendo a seguir solubilizadas em banho a 100°C por 5 min. As
amostras foram aplicadas em gel de SDS-PAGE 15%, como descrito no item 5.1,

A eletroforese foi realizada a 100V por aproximadamente 6 h. Os
procedimentos de coloragéo, descoloragdo do gel e calculo do peso molecular
foram idénticos aos descritos no item 5.1.

6. ANALISE DE AMINOACIDOS

A analise do conteldo de aminoacidos da farinha e do extrato de zeina de
Cat100-6, S1587-17, S1 e S7, foi realizada pelo Centro de Quimica de Proteinas
(CQP), da Faculdade de Medicina de Ribeiraio Preto, empregando-se a
metodologia descrita a seguir.

As amostras foram hidrolizadas em HCI 6N por 22 h a 110°C. Apéds a
evaporagao do acido, as proteinas foram diluidas em tampé&o citrato de sédio
0,27N pH 2,2, contendo 15% de PEG, agitadas em vortex e centrifugadas em
tubos contendo filtro de celulose de 0,45 microns e mantidas a 4°C para posterior
analise.

Para a analise foi utilizado o sistema de cromatografia de troca idnica de
duas colunas com resina PCBA (Pierce Chemical Company, USA). Na coluna
curta, contendo 13 cm da resina de 0,63 cm de diametro interno, foram eluidos e
detectados os aminodcidos de cardter basico, através da utilizagdo de tampao
citrato de sddio 0,37N pH 5,25, a uma temperatura entre 55 e 75°C. Na coluna
longa, com 36 cm de resina de 0,63 cm de didametro interno, foram eluidos e
detectados os aminoacidos acidos e neutros, utilizando-se tampéo citrato de
sodio 0,2N pH 3,25 a 55°C e um tampdc de mesma molaridade, pH 4,25 a uma
temperatura de 75°C.
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7. PURIFICAGAO DE FRAGMENTOS DE DNA

A purificaggo dos fragmentos de DNA, utilizados como sonda nos
experimentos de hibridizagdo de DNA ou RNA, foi realizada segundo modificagéo
da metodologia descrita por Heery et a/., 1990.

Os plasmideos contendo os insertos foram digeridos com enzimas de
restricdo que liberam o fragmento de interesse e submetidos a eletroforese em
gel de 0,8% de agarose em TAE (Tris-HC! 400mM pH 8,0; acido acético 50mM:;
EDTA 7,7mM pH 8,0) 1 vez concentrado (TAE 1x}, como descrito por Sambrook
et al., 1989.

Os fragmentos de interesse foram retirados do gel e colocados em tubo
eppendorf com o fundo furado, contendo 2-3 mm de |4 de vidro siliconizada. O
eppendorf foi posicionado no topo de outro eppendorf e colocado a -20°C por 20
minutos, sendo a seguir centrifugado por 10 min a 6.000 rpm em microcentrifuga.
O liquido eluido, contendo o fragmento de DNA, foi precipitado com 0,1 volumes
de acetato de sodio 3 M pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol a -20°C por 2 h.

A seguir, centrifugou-se por 15 min a 12.000 rpm em microcentrifuga,
sendo o precipitado ressuspendido em 20 pl de TE (Tris-HC! 10 mM pH 8,0;
EDTA 1 mM) e estocado a -20°C.

Os fragmentos de DNA foram quantificados em gel de 0,8% de agarose em

TAE 1x, com base no padréo de peso molecular A/Hind Il (Gibco-BRL) e

estocados a -20°C.

8. EXPERIMENTOS DE SOUTHERN BLOT

A metodologia de Southern blot foi utilizada para a analise comparativa
dos diferentes materiais vegetais e para o mapeamento dos genes de zeina

alterados.
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8.1 Extragdo do DNA Gendmico de Folhas

O DNA foi extraido segundo metodologia descrita no manual do
Laboratério de Genética Molecular Aplicada do CIMMYT (Centro internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo) (Hoisington, 1993), como descrito a seguir.

O DNA das diferentes plantas analisadas foi preparado a partir do tecido
foliar congelado, liofilizado e moido em moinho (Tecator Cyclotec Sample Mill,
Fisher} até a formacgdo de um pé fino.

Adicionou-se 9 ml de tamp&o de extragdo (Tris HCl 100mM pH 7,5; NaCl
700 mM; EDTA 50 mM; 2-Me 140 mM; 1% de CTAB) a tubos falcon de 15 mi
contendo 300 mg de cada tecido foliar liofilizado, misturando-se gentilmente com
bastéo de vidro. Incubou-se a 65°C por 90 min sob agitagéo constante.

Apés 10 min a temperatura ambiente, adicionou-se 45 ml de
cloroférmio/acool isoamilico (24:1 v/v) e agitou-se por inversdo por 5 min. As
amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min em centrifuga de mesa. A
extragéo com cloroférmio/alcool isoamilico foi repetida e a fase aquosa coletada
foi transferida para tubos novos. Apds a adicdo de 25 ul de RNAase A (10
mg/ml), cada amostra foi mantida por 90 min a temperatura ambiente.

Adicionou-se 6 ml de isopropanol gelado e misturou-se por inversdo. O
DNA precipitado foi coletado com o auxilio de ganchos de vidro e colocado em
tubos contendo 2 ml da solugdo de lavagem 1 (76% de etanol; acetato de sédio
0,2 M) por aproximadamente 20 min. O DNA foi lavado brevemente na solugéo
de lavagem 2 (76% de etanol; acetato de aménio 10 mM) e transferido para tubo
eppendorf contendo 1,5 ml de TE. As amostras permaneceram sob agitagéo
constante durante a noite para a completa dissolucao.

A quantificagdo e o controle de qualidade do DNA foram feitos por
espectrofotometria (espectrofotdmetro DU-65, Beckman) e andlise em gel de
0,8% de agarose em TAE 1x. O DNA foi armazenado a 4°C .
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8.2 Digestédo do DNA Gendmico e Separagdo em Gel

Quinze ng dos DNAs isolados foram digeridos com um excesso de 5x das
enzimas de restricgdo Eco RI, Hind Iil, Bam HI e Eco RV (Gibco-BRL), na
presenga de espermidina 2,5mM, em um volume final de 300 ul, a 37°C durante a
noite. Dez ul de cada amostra foram aplicados em gel de 0,8% de agarose em
TAE 1x, para verificag@o da digestao.

O DNA foi precipitado com 1/10 do volume de acetato de sédio 3M pH 5,2
e 2,5 volumes de etanol absoluto, por 1 hora a -70°C. Centrifugou-se por 15 min
a 12.000 rpom em microcentrifuga e descartou-se o SN. O precipitado foi lavado
em 500 pl de etanol 70%, seco a vacuo em liofilizador por aproximadamente 5
min e ressuspendido em 30 ui de TE.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de 0.8% de agarose
em tampéao TAE 1x, juntamente com o padrdo de peso molecular AHind II/¢x174
Hae Ill ou 1Kb Ladder (Gibco-BRL). A corrida do gel foi realizada a 25V por
aproximadamente 16 h. O gel foi corado por 20 min em uma solugéo de EtBr 1
png/ml e fotografado juntamente com uma régua milimetrada, com a finalidade de
se dispor de uma referéncia do tamanho real.

8.3 Transferéncia Neutra

A imobilizacdo do DNA em membranas de nylon foi realizada segundo o
protocolo descrito por Sambrook ef al. (1989), com algumas modificagdes
descritas a seguir.

O DNA foi depurinado colocando-se o gel em solugdo de HCI 0,25 N por
10 min. A desnaturag&o foi feita em uma solugéo de NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 N por
30 min. O gel foi neutralizado colocando-se em uma solug@o contendo NaCi 1,5
M; Tris-HC1 1 M pH 7,4 por 30 min. Os diferentes tratamentos foram intercalados
com lavagens do gel em agua destilada.

A transferéncia foi realizada através do sistema esquematizado na figura
2. Colocou-se o gel invertido sobre uma ponte contendo trés folhas de papel
Whatman (3MM) de tamanho apropriado, umedecidas em SSC (NaCl 0,15 M;
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citrato trissodico 0,015 M) 10 vezes concentrado (SSC 10x), e colocadas em uma
plataforma, dentro de uma cuba contendo o tampé&o de transferéncia SSC 10x. A
membrana, previamente umedecida em agua miili-Q e em SSC 10x, foi colocada
em contato com o gel, e sobre ela foram colocadas trés folhas de papel Whatman
(3MM} de tamanho idéntico ao do gel, também umidecidas em solugdo de
transferéncia. Por fim, colocou-se uma pilha de aproximadamente 7 cm de papel
de germinagdo sobre o gel, e um peso variando entre 0,5 a 1 kg, conforme o
tamanho do gel. A transferéncia transcorreu por 16 h .

Apés a transferéncia, a membrana foi lavada em solugdo de SSC 2x, para
a remogao de vestigeos de agarose e colocada para queimar por 2 h a 80°C.

8.4 Hibridizagdo

As membranas foram pré-hibridizadas e hibridizadas segundo
especificagbes do fabricante (Amersham), com modificagbes baseadas em
metodologia descrita por Sambrook et al., (1989).

Depois de umedecida em solug&o de SSC 2x, a membrana foi colocada
em tubo de vidro para hibridizagdo. Adicionou-se a solugdo de pré-hibridizagao,
previamente aquecida a 42°C, consistindo de SSC 5x; Denhardt's (1% de Ficoll,
1% de Polivinit € 1% de albumina bovina fragdo V em agua)10x; Tris-HC| 20 mM
pH 7.5, 1% de SDS; 50% de formamida e 100 pug/ml de solugdo de esperma de
salméo desnaturado. A pré-hibridizag¢ao transcorreu a 42°C durante a noite.

A solugdo de pré-hibridizacdo foi entdc descartada e adicionou-se a
solucdo de hibridizagéo (SSC 5x; Denhardt's 2x; Tris-HC| 20 mM pH 7.5; 1% de
SDS; 50% de formamida; 5% de Sulfato de Dextran; 100 pg/ml de solucdo
desnaturada de DNA de esperma de salmao), previamente aquecida a 42°C e
contendo a sonda marcada radioativamente. A hibridizagdo foi realizada a 42°C
durante a noite.

Apds a hibridizacdo, a membrana foi [avada por 2 vezes de 15 min cada,
em solugdo contendo SSC 2x e 0,1% de SDS, a temperatura ambiente. A seguir
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a membrana foi lavada 2 vezes em solugdo de maior estringéncia, contendo SSC
0,1x e 0,1% de SDS, a 60°C , sendo o periodo de cada lavagem de 30 min.

Apds as lavagens, a membrana foi exposta pelo tempo necessario & filmes
de raio-X (Kodak X-Omat), a -70°C, em cassetes contendo intensificadores.

8.5 Marcacao e Purificagdo de Sondas de DNA

Os fragmentos de DNA utilizados como sonda foram marcadbs
radicativamente segundo as especificagdes do kit de marcagio (Prime-a-Gene,
Promega). A remog&o dos nucleotideos ndo incorporados se deu através da
passagem da sonda marcada em coluna de Sephadex G50 (Sigma) equilibrada
com STE (Tris-HClI 10 mM pH 8.0; EDTA 1 mM; NaCl 0,1 M). Depois de
removidos os nucleotideos, a sonda foi desnaturada por 5 min a 100°C e
colocada imediatamente em gelo, antes de ser adicionada & solugcdo de

hibridizag&o.

8.6 Sondas Utilizadas

O mapeamento dos genes de zeina foi feito através da analise de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism).

As membranas contendo os DNAs do Cat100-6, S1587-17 e do F1, foram
hibridizadas com 21 sondas dos cromossomos 4 e 7 do milho, com o intuito de se
verificar a methor combinac&o de sonda/enzima através do polimorfismo obtido
(Fig. 3).

Posteriormente, membranas contendo os DNAs de Cat100-6, $1587-17,
F1 e da populagdo segregante F2, foram hibridizadas com as 10 sondas
selecionadas, proximas aos clusters de zeina dos cromossomos 4 e 7, para
analise de segregacéo dos polimorfismos obtidos (Fig. 4).

As sondas de RFLP utilizadas foram obtidas do Brookhaven National
Laboratory, EUA (BNL)e da Universidade de Missouri, Columbia, EUA (UMC). As

sondas php utilizadas foram cedidas pela Dra. Theresa A. Musket, da
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Universidade de Missouri, Columbia, EUA. Foram também utilizados como
sonda, cDNAs dos genes das zeinas de 14, 19 e 22 kDa e do mutante de
endosperma floury2 (fi2), gentilmente cedidos pelo Dr. Brian Larkins da
Universidade do Arizona, Tucson, EUA. O cDNA correspondente ao gene
regulador opaco-2 (02) foi cedido pelo Dr. Robert Schimidt, da Universidade da
California, San Diego, EUA.

8.7 Anadlise dos Polimorfismos
Os polimorfismos obtidos com as diferentes sondas, em hibridizagdes com
o DNA da populagéo F2, foram analisados com o auxilio do programa Mapmaker

(Lander et al., 1987) versdo 3.0, utilizando-se analise de trés pontos, LOD minimo

de 3.0 e frequéncia maxima de recombinacgéo de 0.4.
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Figura 3 - Sondas de RFLP utilizadas em F1

Esquema da localizagdo das sondas de RFLP dos cromossomos 4 e 7, utilizadas
em hibridizagbes de membranas contendo o DNA dos pais e da populacdo F1,
para verificar a melhor combinagdo sonda/enzima a ser utilizada no mapeamento

dos genes.
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Figura 4 - Sondas de RFLP Utilizadas em F2

Esquema das sondas de RFLP dos cromossomos 4 e 7, proximas aos clusters de
zeina, que foram selecionadas para o mapeamento dos genes de zeina na
populagdo F2. A localizagdo aproximada dos clusters de zeina estd indicada
pela sigla pz (polipeptideos de zeina).
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9. EXPERIMENTOS DE NORTHERN BLOT

A metodologia de Northern blot foi utilizada para uma analise da expressao
dos genes de zeina de 14, 19 e 22 kDa. Para isso, foram utilizadas sementes da
linhagem Cat100-6 e dos somaclones $1587-17, S1 e S7em diferentes estagios
do desenvolvimento (10, 14, 18, 22 e 28 DAP).

9.1 Extracdo do RNA Total da Semente

O material utilizado na preparagio dos RNAs foi previamente tratado com
o intuito de se inativar as possiveis RNases presentes. A vidraria foi queimada
em estufa a 180°C por 24 h . A agua e as solugbes utilizadas foram tratadas
com DEPC. As cubas de eletroforese e de transferéncia, e quaisquer outros
materiais de acrilico ou plastico utilizados, foram tratados com peréxido de
hidrogénio 3% durante 15 min e depois enxaguados com agua DEPC.

O RNA total foi extraido segundo metodologia descrita por Prescott &
Martin (1987), com algumas modificacbes, como descrito a seguir.

Aproximadamente 30 sementes de cada material foram maceradas em
almofariz na presenga de nitrogénio liquido, até a obteng&o de um pé fino. O pé
foi transferido para tubo falcon de 50 m! e homogeneizado em 10 ml de tampao
de extragéo (Tris-HCI 50 mM pH 9,0 contendo 150 mM de LiCl; 5 mM de EDTA;
5% de SDS).

Acrescentou-se 10 ml de fenol equilibrado em tamp&o Tris-HCI 0,2 M pH
7,5/cloroformio/alcool isoamilico (25:24:1 viv). Misturou-se bem por inversao, e
centrifugou-se por 10 minutos, a 3.000 rpm, em centrifuga de mesa. A fase
aquosa foi submetida a nova extra¢do com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico.

ApGs nova centifugagéo, 8 ml da fase aquosa foram tranferidos para tubos
de 50 ml e precipitados com 3,2 m| de LiCl 8 M a -20°C por 2 h. Centrifugou-se a
10.000 rpm por 20 min em rotor JA-20 (Beckman). O SN foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 4,8 ml de agua tratada com DEPC, com o auxilio
de vortex.

42



Adicionou-se 16 ml de LiCl 8 M e incubou-se por 1 h a -20°C.
Centrifugou-se por 20 min a 10.000 rpm (rotor JA-20) e descartou-se o SN. O
precipitado foi ressuspendido em 800 ul de agua DEPC e o volume final dividido
em dois tubos eppendorf. A cada tubo adicionou-se 40 pl de acetato de sddio 3
M pH 5,2 (0,1 volumes) e 1,1 ml de etanol absoluto (2,5 volumes). Incubou-se a -
20°C durante a noite.

Os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm em microcentrifuga por 30 min
e o precipitado formado foi lavado com 500 p! de etanol 70%, seco a temperatura
ambiente por 10 min e dissolvido em 100 pul de 4gua DEPC. Juntou-se o volume
dos dois eppendorfs e estocou-se o RNA a -70°C.

A quantificagdo e o controle de qualidade do RNA foram feitos por
espectrofotometria e corrida em gel de 1% de agarose contendo formaldeido
0,66 M (Fourney et al., 1988).

9.2 Preparo das Amostras e Corrida do Gel

Foram utilizados 6 pug de RNA total de cada amostra por gel. O volume de
todas as amostras foi completado para 5 ul com agua DEPC e a cada amostra
adicionou-se 14.5 pl de uma solugdo contendo 1 ul de MOPS/EDTA (MOPS 0,2
M pH 7,0, acetato de sddio 50 mM; EDTA 10 mM) 10X; 3,5 ul de formaldeido
37%; 10 ul de formamida 50% deionizada. As amostras foram desnaturadas a
65°C por 15 min e colocadas em gelo por aproximadamente 5 min.  Adicionou-
se 1 ul de EtBr (1mg/ml) e 0,1 volumes de tampdo de amostra consistindo de
EDTA 1 mM, 50% de glicerol, 0,25% de azul de bromofenol e 0,25% de xileno
cianol.

As amostras, juntamente com os padrdes de RNA de alto (0,24 2 9,5 Kb) e
baixo (0,16 a 1,77 Kb) peso molecular (Gibco-BRL), foram aplicadas em gel de
1% de agarose contendo 10% de MOPS/EDTA 10X e 0,66 M de formaldeido. A
corrida do gel foi realizada a 90 V até que a frente de corante atingisse dois
tercos do tamanho do gel. O gel foi fotografado juntamente com uma régua
milimetrada.
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9.3 Transferéncia

A transferéncia do RNA para membranas de nylon se deu segundo o
protocolo de Fourney ef al., 1988.

O gel foi colocado em solugdo de transferéncia (SSC 10x) por 20 min sob
agitagdo continua. A membrana foi umedecida por 5 min em agua DEPC e por 5
min em SSC 10x e a seguir procedeu-se a montagem do sistema de
transferéncia, como esquematizado na figura 2. A transferéncia se processou pbr
aproximadamente 18 h . A membrana foi entdo lavada em solugéo de SSC 2x e
queimada por 2 h a 80°C.

9.4 Hibridizagdo

As condigbes de pré-hibridizagdo, hibridizacdo e lavagem das membranas
foram as mesmas anteriormente descritas no item 8.4 para os experimentos de
Southern blot. As membranas foram expostas a filmes de raio-X (Amersham)
pelo tempo necessario, a -70°C.

Foi feita anédlise densitométrica dos Northerns em densitdbmetro a laser
(UltroScan XL, LKB), para quantificagédo da express&o nos diferentes materiais.

9.5 Sondas Utilizadas

Foram utilizados como sonda os cDNAs dos genes de zeina de 14, 19 e 22
kDa ja citados no item 8.6.
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RESULTADOS

1. Andlise da Zeina de Cat100-6, $1587-17 e F1

Extratos de zeina total de Cat100-6, S1587-17 e F1 foram submetidos a
analise em géis de IEF em agarose, pH 5-8, com o intuito de se realizar uma
analise comparativa entre a linhagem original e o somaclone (Fig. 5). Dois perfis
distintos foram produzidos, permitindo a identificagdo de 5 polipeptideos de zeina
alterados. Os polipeptideos designados 1 (p! 7,3), 3 (pl 7,0) e 4 (pl 6,6) foram
encontrados somente na linhagem original, enquanto os polipeptideos 2 e 5, de
pls 7,1 e 6,3 foram detectados somente no somaclone $S1587-17. A geragéo F1

apresentou todas as bandas.

2. Analise de Segregagdo da Populagdo F2

A populagéo F2 foi utilizada para andlise de segregacéo e ligacdo dos
polipeptideos de zeina alterados. A zeina total foi extraida de 112 sementes da
populagdo F2 e submetida & andlise em géis de IEF em agarose (Fig. 6).
Verificou-se a presenga de um novo polipeptideo, denominado polipeptideo 8,
presente em alguns individuos da populacéo F2, e ndo encontrado anteriormente
nos pais.

A analise de segregagéo mostrou que cinco destes polipeptideos (1, 2, 3,
4 e 6) segregam na populagdo F2, exceto o polipeptideo 5, detectado apenas

nos parentais, sendo de dificil detecgdo na populagéo F2.
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Figura 5 - Analise da Zeina de Cat100-6, S1587-17 e F1 em IEF

Gel de IEF em agarose, pH 5-8, de zeina total extraida do endosperma das
sementes de Cat100-6 (1), F1 (2) e S1587-17 (3). As setas indicam bandas
polimorficas detectadas nas duas linhagens. Os nimeros a esquerda indicam os

pontos isoelétricos de cada banda.
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Figura 6 - Andlise de Segregacdo da Populagdo F2 em Géis de IEF

Gel de IEF em agarose, pH 5-8, contendo extrato total de zeina de Cat100-6 (O),
S1587-17 (S), e de 10 das 112 sementes da populagdo F2 analisadas. Os
numeros de 1 a 5 indicam os polipeptideos visualizados no gel de IEF reportado
na figura 5. O ndmero 6 indica um novo polipetideo, que foi visualizado somente
na populagéo F2.
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3. Determinagao das Classes de Zeina Alteradas

As bandas polimdrficas detectadas em IEF foram submetidas a SDS-PAGE
15%, em uma analise equivalente a um gel de 2-D (Fig. 7). Este tipo de analise
permite determinar o peso molecular aparente de cada polipeptideo detectado
por gel de IEF. Verificou-se que a maioria dos polipeptideos alterados (1, 2, 3, 5
e 6) pertence a classe de zeina de 22 kDa. Somente o polipeptideoc 4
corresponde a classe de zeina de 19 kDa. Foram observados componentes de
menor tamanho e intensidade, juntamente com os polipeptideos 3 e 5, que
podem ser provenientes de contaminag¢do no processo de isolamento das
bandas, uma vez que as mesmas se encontram bastante proximas no gel.

4. Analise de Liga¢do dos Genes de Zeina Alterados

Os cinco polipeptideos que segregaram na populagédo F2 (1, 2, 3, 4 e 6),
foram utilizados na determinagéo de ligagéao, realizada com o auxilio do programa
Mapmaker (Lander et al., 1987), versdo 2.0. Utilizando-se como parametros um
LOD de 3 e frequéncia maxima de recombinagéo de 0,4, dois mapas de ligagéo
foram obtidos sendo que, em um deles, foram agrupados os genes 1 (22 kDa), 3
(22 kDa) e 4 (19 kDa), enquanto os genes 2 e 6, ambos de 22 kDa, foram
agrupados separadamente em outro mapa (Fig. 8). Como os genes de zeina de
19 e 22 kDa se localizam principalmente nos cromossomos 4 e 7 do milho, é
possivel que estes grupos de ligagéo estejam localizados nestes cromossomos.

5. Mapeamento dos Genes de Zeina Alterados

O mapeamento genético dos genes alterados foi realizado através de
hibridizagdes do DNA gendmico de 56 amostras da populagéo F2, digerido com
as enzimas de restricdo Eco RI, Hind Il}, Bam Hl e Eco RV, com sondas de cDNA
dos genes de zeina de 19 (Fig. 9 A) e 22 kDa (Fig. 9 B). As sondas utilizadas
correspondem aos genes alterados nos parentais, como verificado previamente
em analise de duas dimensbes.
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Figura 7 - Determinacgdo das Classes de Zeina Alteradas em Gel de 2-D

Gel de SDS-PAGE 15% das seis bandas polimérficas detectadas em IEF: (1)
Banda 1, (2) banda 2, (3) banda 3, (4) banda 4, (5) banda 5, (6) banda 6. Os
pesos moleculares das bandas de zeina foram determinados por comparacéo
com a amostra Cat100-6 (7) e estéo indicados pelos numeros a direita do gel.
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Figura 8 - Mapas de Ligagao dos Genes de Zeina Alterados

Mapas de ligagéo dos polipeptideos alterados, obtidos com o auxilio do programa
Mapmaker (Lander et al., 1987) versdo 2.0. Os polipeptideos 1 (z1), 3 (z3) e 4
(z4) sao vistos em um cluster, enquanto os polipeptideos 2 (z2) e 6 (z6) séo
visualizados em um segundo cluster . Os numeros entre parénteses indicam a
porcentagem de recombinagéo. Os numeros a esquerda do cromossomo indicam

a distancia em centimorgans.
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Figura 9 - Hibridizagao do DNA da Populagdo F2 com Sondas de Zeina

Hibridizagdo de 15 ng do DNA de Cat100-6, S1587-17, F1 e da populagéo F2,
digeridos com a enzima de restricdo Eco RI, com as sondas de cDNA das zeinas
de 19 (Fig. A) e 22 kDa (Fig. B). Estao representadas na figura somente 21 das
56 amostras de F2 analisadas. O padréao de peso molecular AHind lll/¢px174Hae
Il (Gibco BRL) esta indicado pelos numeros a esquerda do gel.
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A hibridizag&o com os genes de zeina de 19 e 22 kDa produziu padrées
contendo multiplas bandas. As trés principais bandas polimérficas produzidas
por hibridizagdo com a sonda de 19 kDa possuem peso molecular aproximado de
14,5, 5,1 e 4,5 kb, respectivamente. No perfil de restricdo obtido com a sonda de
zeina de 22 kDa destacam-se trés bandas polimdficas sendo que a primeira tem
peso molecular aproximado de 6 Kb, a segunda de 3 kb e uma terceira de 1,7 kb.

Dez sondas de RFLP dos cromossomos 4 e 7 do milho foram hibridizadas
com as mesmas membranas, contendo o DNA dos pais, de individuos da geracéo
F1 e da populagéo F2, para detec¢do de possiveis marcadores, de localizagdo
conhecida no genoma do milho, co-segregando com os genes de zeina alterados.
Com excec&o da sonda f12, as demais sondas produziram padrdes simples, com
uma unica banda em cada parental, sendo que as duas bandas foram
visualizadas nos individuos heterozigotos. S&o exemplificados nas figuras 10 A e
B dois dos marcadores utilizados no mapeamento, php20725, localizado no
cromossomo 4 e a sonda correspondente ao gene 02, localizada no cromossomo
7.

A andlise de trés pontos através do programa Mapmaker, versdo 3.0,
forneceu a localizag&o de seis genes de zeina alterados, sendo trés genes de
zeina de 19 kDa e trés genes de zeina de 22 kDa (Fig. 11). Estes genes foram
mapeados no brago curto do cromossomo 4, préximos aos marcadores 2, umc
31 e php 20725. Foram obtidos mais de um mapa, com a posigdo dos genes e
marcadores variando em cada um. No entanto, o mapa cuja posicdo dos

marcadores € a mais provavel, foi selecionado.
6. Analise Fenotipica das Espigas dos Somaclones

Uma analise fenotipica das espigas permitiu a identificacdo de outros 8
somacliones, além do $1587-17 ja estudado, cuja aparéncia das sementes diferia

da linhagem original. De um modo geral, as sementes de todos os somaclones
possuem um fendtipo mais opaco que o das sementes da linhagem original.
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Figura 10 - Hibridizagdo do DNA da Populagdo F2 com Sondas de RFLP

Hibridizagcdo de15 pug do DNA dos pais, de F1 e de 21 individuos da populagdo
F2, digeridos com Eco Rl, com duas das dez sondas utilizadas no mapeamento
dos genes. A sonda php 20725 (Fig. A) esta localizada no brago curto do
cromossomo 4 e a sonda opaco-2 (Fig..B) esta localizada no brago curto do
cromossomo 7. O padrdo de peso molecular (Ladder 1 Kb na Fig. A e AHind
I1/$x174Hae Ill na Fig. B) esta indicado pelos nimeros a esquerda do gel.
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Figura 11 - Mapa dos Genes de Zeina Alterados

Diagrama do cromossomo 4 do milho indicando a posigcéo dos genes estruturais
de zeina mapeados (PZ19 e PZ22), em relagdo aos marcadores moleculares
utilizados no mapeamento (UMC31, FL2, PHP 20725). Para a construgdo do
diagrama, 0s resultados da populagéo segregante foram analisados com o auxilio
do programa Mapmaker (Lander et al, 1987) versdao 3.0. Os numeros entre
parénteses indicam a porcentagem de recombinagdo, e os numeros a esquerda

do cromossomo, a distancia em centimorgans.
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- Anélisé"i:enotipica das Espigas

Figura 12

(fig. A), do somaclone S1587-17 (fig. B) e dos

Espiga da linhagem Cat100-6

Algumas sementes alteradas podem ser

)

somaclones S1 a S8 (figs. C a J

visualizadas em F, H e J.
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Além disso, foram identificadas sementes alteradas em mais de uma
espiga, como pode ser observado na figura 12, aspecto de interesse no estudo

das proteinas de reserva.
7. Caracterizagao dos Somaciones por SDS-PAGE

A zeina total foi extraida da linhagem originai e dos nove somaclones,
segundo método descrito por Wallace et al. (1990), e submetida a analise em
SDS-PAGE 15%. Todas as amostras apresentaram um perfil tipico das zeinas,
com a presenga das seis bandas correspondentes as classes de zeina de 27, 22,
19, 16, 14 e 10 kDa. O somaclone S1587-17 apresentou um perfil eletroforético
que se diferenciou dos demais, por apresentar um rastro na faixa de peso
molecular abaixo de 16 kDa. No entanto, mesmo com a presenca deste rastro, as
bandas de 16, 14 e 10 kDa foram visualizadas nesta amostra (Fig. 13).

Algumas bandas apresentaram variagdo de intensidade nos diferentes
materiais, tendo esta variagdo sido medida através de leitura em densitémetro a
faser. Foram feitas leituras de dois geis para cada banda individual, e a média
destas leituras foi plotada em graficos (Figs. 14, 15 e 16). A area do pico,
correspondente a intensidade da banda, foi considerada como medida do
conteldo de cada proteina no gel. Através da analise densitométrica foi possivel
verificar diferengas no conteldo de cinco das seis classes de zeina analisadas,
nas varias progénies de milho. A andlise de varidncia das amostras ao nivel de
5% foi obtida através do teste de Duncan.

A classe de zeina de 10 kDa foi a Unica que n&o apresentou diferencas
significativas. Duas progénies, S1 e S7, apresentaram duas vezes mais zeina de
14 kDa quando comparadas com a linhagem original Cat100-6 e com os demais
somaclones.

O conteudo da y-zeina de 16 kDa variou pouco entre os varios

somaclones, sendo que 4 deles, S1, S2, S4 e S7, tiveram um maior aumento
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kDa

Figura 13 - Analise dos Somaclones em SDS-PAGE
Anélise em gel de SDS-PAGE 15% da zeina total extraida do endosperma de

Cat100-6 (1), S1587-17 (2) e dos somaclones S1 a S8 (3 a 10). O peso molecular
aproximado de cada banda esta indicado pelos nimeros a esquerda do gel.
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Centetido de Zeina de 10 kDa
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Figura 14 - Quantificagdo das Zeinas de 10 e 14 kDa

Os graficos acima correspondem a analise densitométrica das zeinas de 10 e 14
kDa. As diferentes progénies de milho estéo identificadas pelos numeros 1 a 10,
sendo que 1 e 2 correspondem a linhagem Cat100-6 e ao somaclone S1587-17,
e 3 a 10 aos somaclones S1 a S8. O desvio padréo na leitura de dois géis é
indicado por barras de erro, e as letras sobre as barras indicam a variancia das

amostras.
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Figura 15 - Quantificagdo das Zeinas de 19 e 22 kDa
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Figura 16 - Quantificagdo das Zeinas de 16 e 27 kDa

Os graficos acima correspondem a analise densitométrica das zeinas de 16 e 27
kDa. As diferentes progénies de milho estdo identificadas pelos nimeros 1 a 10,
sendo que 1 e 2 correspondem a linhagem Cat100-6 e ao somaclone S1587-17,
e 3 a 10 aos somaclones S1 a §8. O desvio padrdc na leitura de dois géis é
indicado por barras de erro, e as letras sobre as barras indicam a varidncia das

amostras.
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quando comparados com a linhagem Cat100-6. Ja o conteudo da y-zeina de 27
kDa foi © mesmo na linhagem Cat100-6 e no somaclone $1587-17, aumentando
aproximadamente 1,5 vez no somaclone S4; 2 vezes no somacione $2; 2,5 vezes
nos somaclones S1, $3, S5, S6 e S8, e 3 vezes no somaclone S7.

Quanto ao conteudo das a-zeinas, a zeina de 22 kDa mostrou um grau de
variagdo maior entre os diferentes materiais, sendo que novamente os
somaclones S1 e §7 se diferenciaram dos demais, com o dobro de proteina se
comparados com a linhagem original. O somaclone S$1587-17 apresentou o
menor conteudo da zeina de 22kDa, aproximadamente 1,5 vez menor do que o
verificado para a linhagem Cat100-6. As amostras que apresentaram o maior
conteudo de zeina de 19 kDa foram a linhagem Cat100-6 e os somaclones S2,
S4, S5 e S8.

8. Caracterizagao dos Somaclones por Southern Blot

Hibridizagbes do DNA gendmico de Cat100-6, F1 e dos somaclones, com
as sondas de zeina de 14 kDa (Fig. 17) e 22 kDa (Fig. 18 ), permitiram diferenciar
as progénies S1 e S7 dos demais somaclones. Na hibridizagdo do DNA digerido
com Eco RI, com a sonda de 14 kDa, S1, S§7 e a linhagem original apresentaram
uma banda de aproximadamente 6,5 Kb. Os somaclones $S1587-17, S2, S3, S4 e
S8 apresentaram uma banda de mesmo tamanho (1,1 Kb), e os somaclones S5 e
S6 apresentaram bandas diferentes entre si e entre os demais somaclones, com
2,1 Kb e 9,8 Kb, respectivamente. Ja na hibridizacdo do DNA digerido com Hind
lil, com a mesma sonda, as progénies apresentaram o mesmo comportamento,
com excecao da linhagem Cat100-86, que se diferenciou dos somaciones S1 e S7,
com uma banda de aproximadamente 8,5 kb.

Os resultados da hibridizacdo com a sonda de 22 kDa diferiram dos
resultados obtidos com a sonda de 14 kDa. Neste experimento, os somaclones
S5 e S8 apresentaram um mesmo perfil de restricdo, semelhante ao do S1587-
17, os somaclones S2 e S3 apresentaram um perfil idéntico, diferindo dos

demais, enquanto o somaclone S4 apresentou perfil igual ao da linhagem original
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Eco Rl Hind Il

Kb. 12 34567 89101 12 3456789101

28,18 —

9,41 —
6,556 —

4,36 —

2,0 =

Figura 17 - Andlise de Southern blot de Cat100-6 e dos Somaclones com
Sonda de Zeina de 14 kDa

Hibridizagdo das membranas contendo 10 pg do DNA de F1(1), Cat100-6 (2),
S1587-17 (3) e dos somaclones S1 a S8 (4 a 11), digeridos com as enzimas de
restricdo Eco Rl e Hind Ill, com a sonda de cDNA da zeina de 14 kDa. O padréo

de peso molecular, AHind I/
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Figura 18 - Southern Blot da Linhagem Cat100-6 e dos Somaclones com
Sondas de Zeina de 19 e 22 kDa

Hibridizagdo das membranas contendo 10 ug do DNA de F1(1), Cat100-6 (2),
S1587-17 (3) e dos somaclones S1 a S8 (4 a 11), digeridos com as enzimas de
restricdo Eco Rl e Hind lll, com as sondas de cDNA da zeinas de 19 kDa (Fig. A)
e 22 kDa (Fig. B). O padrdo de peso molecular, AHind lll/¢x174Hae Il (Gibco
BRL), esta indicado pelos numeros a esquerda.
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Cat 100-6. O perfil de 86 ndo se relacionou com nenhum outro, e o perfil de S1 e
S7, conforme mencionado anteriormente, destacou-se dos demais.

Por fim, na hibridizagdo com a sonda de 19 kDa (Fig. 18 A), os
somaclones S1, 2, S4 e §7 apresentaram um perfil idéntico ac de Cat100-6; S5
e S8 se comportaram como a progénie S1587-17, e S3 e S6 apresentaram perfis
diferenciados.

9. Analise do Contetido de Aminoacidos

A farinha do endosperma e o extrato de zeina das amostras Cat100-6,
$1587-17, §1 e §7, foram utilizados em analise de aminoacidos realizada pelo
CQP- USP, conforme descrito no item 6 do Material e Métodos.

Os resultados da analise de aminoacidos da farinha, representados na
tabela 1, mostram diferengas significativas em 16 dos aminoéacidos analisados,
sendo que o unico amino&cido cujo conteldo néo variou significativamente foi
fenilalanina. De um modo geral, o somaclone S7 apresentou um aumento no
conteudo de um maior nimero de aminodacidos da farinha. Dos 17 aminoacidos
detectados pela analise, 16 tiveram seu teor aumentado em S7, 9 em S1 e
somente um, em S1587-17.

Os somaclones S1 e 87 mostraram um aumento significativo dos
aminoacidos histidina, arginina, treonina, prolina, glicina, cisteina, metionina,
isoleucina e tirosina, quando comparados com Cat100-6 e com o somaclone
S$1587-17. Um aumento de lisina pdde ser verificado no S1587-17 e no S7. No
entanto, os aminodcidos acido aspdrtico, serina, acido glutdmico, alanina e
leucina tiveram seu conteudo aumentado somente em S7, enquanto valina teve
um aumento em todos os somaclones quando comparados com a linhagem
original.

A analise de aminoacidos do extrato de zeina (Tab. 2) mostrou variagbes
em somente 9 dos 17 aminoacidos analisados. Cat100-6 foi a amostra com maior
conteudo dos aminoacidos lisina, acido aspartico e alanina. Os somaciones S1 e
S7 mostraram um aumento do conteldo de histidina, acido glutdmico, cisteina e
metionina, quando comparados com a linhagem original e com S$1587-17. Este
ultimo teve um aumento dos aminoacidos isoleucina e fenilalanina, juntamente
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com S1 e Cat100-6, respectivamente.

E interessante notar que histidina, cisteina e metionina aumentaram nos
somaciones §1 e S7 tanto na farinha do endosperma quanto no extrato de
zeina,e que estes dois somaclones apresentaram aumento no conteudo de um
maior numero de amino&cidos, tanto na analise de farinha do endosperma quanto
na analise do extrato de zeina.

10. Analise do Nivel de RNA Mensageiro das Classes de Zeina de 14, 19 e 22
kDa no Endosperma em Desenvolvimento

Quando o RNA total, extraido do endosperma em desenvolvimento da
finhagem Cat100-6, e dos somaclones S1587-17, S1 e S7, foi hibridizado com a
sonda de zeina de 14 kDa (Fig. 19), verificou-se uma maior expressao deste
gene nos somaclones S1 e S7, quando comparados com a linhagem original e
com S$1587-17. A expressdo deste gene em Cat100-6 foi tardia, se iniciando
aparentemente em 18 DAP, enquanto nos somaclones o inico da expressao foi
em 10 DAP. Todos os materiais analisados apresentaram um pico de expressao
em 18 DAP sendo que, no estagio de 28 DAP, a expressdo caiu mais de 50% em
Cat100-6 e S1587-17, se mantendo praticamente estavel nos somaclones S1 e
S7. A analise densitométrica das bandas do Northern mostrou que a quantidade
de transcritos do gene de zeina de 14 kDa é, em média, 3 vezes maior nas
progénies S1 e S7, em relagdo a Cat100-6, e 4 vezes maior que em S1587-17,
nos cinco estagios do desenvolvimento analisados (Fig. 20).

A expressado do gene de zeina de 19 kDa variou pouco entre os quatro
materiais analisados, com auséncia de transcritos em 10 DAP e um nivel quase
que constante nos demais estagios do desenvolvimento (Fig. 21). A analise em
densitdémetro permitiu definir uma maior taxa de transcricido em Cat100-6. S1587-
17 apresentou a menor taxa de transcricdo deste gene, e S1 e S7 produziram um
nivel intermediario, com pouca variagéo entre eles (Fig. 22).

Quanto ao gene de zeina de 22 kDa, novamente as progénies S1 e §7
apresentaram um maior acumulo de RNAm (Fig. 23). A expressao deste gene em
Cat100-6 foi 1,5 vez menor do que em S1587-17 e aproximadamente duas vezes
menor que nos somaclones S1 e S7. O pico de expressédo para a linhagem
Cat100-6 e para S1 se deu em 22 DAP, enquanto para $1587-17 ficou ao redor
de 14 DAP, e para S7 ao redor de 28 DAP (Fig. 24).
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Cat100-6 S1587-17 S1 S7

12345123451234512345

Puw e mm

Figura 19 - Analise da Expressdo do Gene de Zeina de 14 kDa

Northern blot contendo 6 pg de RNA total da linhagem Cat100-6 e dos
somaclones S1587-17, S1 e S7 em diferentes estagios do desenvolvimento da
semente (1) 10 DAP (2), 14 DAP, (3) 18 DAP, (4) 22 DAP e (5) 28 DAP,
hibridizado com a sonda de cDNA da zeina de 14 kDa (Fig. A). O gel corado com
brometo de etideo (Fig. B) € mostrado, indicando quantidades equivalentes de

RNA aplicadas em cada canaleta.
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Figura 20 - Nivel de Transcritos da Zeina de 14 kDa

Nivel de transcritos correspondentes a zeina de 14 kDa, produzidos em Cat100-
6, 51587-17, S1 e §7, nos cinco estagios do desenvolvimento analisados. O
grafico foi construido com base na area dos picos, obtidos pela leitura de
intensidade das bandas do Northern biot em densitdmetro a /aser.
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Cat100-6 S1587-17 S1 S7
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Figura 21 - Analise da Expressao do Gene de Zeina de 19 kDa

Northern blot contendo 6 ng de RNA total da linhagem Cat100-6 e dos
somaclones S1587-17, S1 e §7 em diferentes estagios do desenvolvimento da
semente (1) 10 DAP (2), 14 DAP, (3) 18 DAP, (4) 22 DAP e (5) 28 DAP,
hibridizado com a sonda de cDNA da zeina de 19 kDa (Fig. A). O gel corado com
brometo de etideo (Fig. B) & mostrado, indicando quantidades equivalentes de

RNA aplicada em cada canaleta.
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Figura 22 - Nivel de Transcritos da Zeina de 19 kDa

Nivel de transcritos correspondentes a zeina de 19 kDa, produzidos em Cat100-
6, $1587-17, S1 e §7, nos cinco estagios do desenvolvimento anaiisados. O
grafico foi construido com base na area dos picos, obtidos pela leitura de
intensidade das bandas do Northern blot em densitdmetro a /aser.
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Cat100-6 S1587-17 S1 S7
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Figura 23 - Analise da Expressao do Gene de Zeina de 22 kDa

Northern blot contendo 6 pg de RNA total da linhagem Cat100-6 e dos
somaclones S1587-17, S1 e S7 em diferentes estagios do desenvolvimento da
semente (1) 10 DAP (2), 14 DAP, (3) 18 DAP, (4) 22 DAP e (5) 28 DAP,
hibridizado com a sonda de cDNA da zeina de 22 kDa (Fig. A). O gel corado com
brometo de etideo (Fig. B) € mostrado, indicando quantidades equivalentes de
RNA aplicada em cada canaleta.
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Figura 24 - Nivel de Transcritos da Zeina de 22 kDa

Nivel de transcritos correspondentes & zeina de 22 kDa, produzidos em Cat100-
6, S1587-17, S1 e S7, nos cinco estagios do desenvolvimento analisados. O
grafico foi construido com base na area dos picos, obtidos pela leitura de
intensidade das bandas do Northern blot em densitdmetro a /aser.
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DISCUSSAO

A obtengdo de mutantes de milho com alteragbes nas proteinas de
reserva, zeinas, se constitui de grande interesse em estudos de regulacdo desta
familia multigénica, visando a obtencdo de novas variedades com maior teor de
proteinas e aminoacidos essenciais.

Assim sendo, a presenga de um material vegetal no laboratério, ja
caracterizado em estudos anteriores (Prioli, 1987 Targon et al., 1991), mostrando
a presenca de sementes alteradas, serviu de ponto de partida para andlise de
alteracdes nos genes de zeina.

Mutagbes repetidas e duplicagdes génicas tém sido reportadas para a
familia multigénica das zeinas. Diversas técnicas, entre elas a de
isoeletrofocalizagdo (IEF), permitem a detecgdo destas alteragdes. Cada gendtipo
de milho, quando resolvido em IEF, mostra um padrido especifico de zeina, ou
fingerprint, geralmente com pequenas diferengas quanto ao ponto isoelétrico |
que podem ser uteis ndo somente na identificagdo de gendtipos, mas também
para detectar possiveis contaminagcdes que possam ocorrer entre variedades de
milho (Ottoboni & Steffensen, 1987).

A andlise do somaclone S1587-17, da linhagem original Cat100-6 e de
individuos da geragdo F1 em IEF mostrou dois perfis distintos, com 5
polipeptideos de zeina alterados, sendo que trés foram visualizados em Cat100-
6, e dois no somaclone S1587-17 (Fig. 5). A geracdo F1, como era de se
esperar, apresentou todas as bandas,visto que cada polipeptideo corresponde ao
produto de um gene estrutural, sendo herdado pelas geragbes subsequentes
(Soave et al,, 1978) . Uma maior variabilidade é verificada quando as zeinas sdo
analisadas por HPLC de fase reversa (Wilson, 1991), no entanto, alguns dos
picos de HPLC consistem de mais do que uma zeina quando examinados por
IEF. Embora a técnica de HPLC permita a detecgdo de um maior nimero de
polipeptideos, que nem sempre sio visualizados em IEF, o maior inconveniente
no uso rotineiro desta técnica, na andlise de zeinas, € o caro equipamento

requerido. A reprodutibilidade exata requer uma mistura de tampdes cuidadosa,
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que podem se alterar com o tempo (Wilson, 1990). Ja o inconveniente da técnica
de IEF seria a variagdo das distancias de separacdo com o uso de diferentes
anfélitos, mas este fato pode ser considerado irrelevante, visto que o padrdo
eletroforético se mantém.

No endosperma tripldide, a quantidade individual de cada zeina depende
do numero de genes que estdo presentes. A ligagdo entre genes de zeina nos
cromossomos 4 e 7 foi determinada utilizando-se IEF em poliacrilamida (Soave et
al., 1981, 1882). Ja a andlise das zeinas em |EF em agarose fornece um padrio
de bandas mais definido, permitindo uma maior precisdo na identificacdo das
mesmas (Wilson, 1984). Além disso, a técnica de IEF parece ser o melhor
sistema para se ter um panorama rpido de varias linhagens, pois um grande
numero de amostras pode ser analisado em um Unico gel (Wilson, 1985).
Levando-se este fatos em consideragio, a metodologia de IEF foi escolhida para
analise de segregacéo e ligagédo dos polipeptideos de zeina aiterados. A zeina
total, extraida de sementes da populacédo F2, foi submetida a andlise em géis de
IEF em agarose. Verificou-se a presenga de um novo polipeptideo, denominado
polipeptidec 6, presente em alguns individuos da populagdo F2, e néo
encontrado anteriormente nos pais. Isto talvez se deva a natureza tripldide do
endosperma, visto que o 6vulo de um parental contribui com dois conjuntos
idénticos de genes, enquanto o pdlen de outro parental contribui com apenas um
conjunto (Soave & Salamini, 1984),

Cada amostra no gel foi analisada quanto a auséncia e presenca das 6
bandas polimérficas detectadas. A presenga de uma banda é dominante sobre
sua auséncia, e a quantidade do componente em F1 é relacionada com a dose
do gene presente (Soave & Salamini, 1984). Deve-se ressaltar que, como o
endosperma e um tecido tripléide, a presenga de uma banda pode significar uma,
duas ou trés doses do gene, mas nao foram realizadas analises para a dosagem,
j& que a auséncia e presenga de bandas se constitue em parametro suficiente
para a determinagdo de ligacdo dos genes de zeina alterados (Wilson, 1992).

A heterogeneidade detectada em I|EF requer o uso combinado de
eletroforese em SDS-PAGE, numa andlise equivalente a 2-D, que permite
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determinar o peso molecular individual de cada polipeptideo. Além disso, uma
banda unica de IEF, quando submetida a SDS-PAGE, pode revelar duas ou mais
bandas de pesos moleculares diferentes, que no podiam ser detectadas em IEF
por possuirem um mesmo pl (Wilson, 1986).

Conforme verificado por andlise de 2-D, cinco dos seis polipeptideos
alterados pertencem a classe de zeina de 22 kDa, enquanto somente um
polipeptideo corresponde a classe de zeina de 19 kDa. Os componentes
menores, observados juntamente com os polipeptideos 3 e 5 podem ser
provenientes de contaminagéo no processo de isolamento da banda sendo que,
existem outras bandas que se encontram bastante préximas no gel, ou a banda
Unica de |EF pode corresponder a mais de um polipeptideo, de peso molecular
diferenciado.

Os mapas de ligagéo, obtidos através da andlise de segregacdo dos
polipeptideos alterados, mostraram os genes 1 (22 kDa), 3 (22 kDa) e 4 (19 kDa)
agrupados em um cluster e os genes 2 e 6, ambos pertencentes a classe de
zeina de 22 kDa, agrupados separadamente em outro cluster. O fato de nao
terem sido utilizados marcadores moleculares de localizagdo conhecida no
genoma, que co-segreguem com 0s polipeptideos de zeina, ndo permitiu uma
localizagao precisa destes genes. No entanto, os genes alterados pertencem as
classes de zeina de 19 e 22 kDa, conforme determinado anteriormente por
andlise de 2-D, e j& se sabe que os clusters destes genes se localizam nos
cromossomos 4 e 7 do milho (Soave & Salamini, 1984). Este dado forneceu um
indicio da localizagdo dos genes de zeina alterados e facilitou a sele¢do das
sondas a serem utilizadas no mapeamento dos genes por RFLP.

A determinag&o da ligacdo dos genes de zeina e seu mapeamento em
cromossomos, através de IEF, tem sido bastante utilizada por ser uma técnica
simples & que n&o requer muito tempo (Wilson, 1989). Entretanto, aigumas
zeinas que diferem atualmente, provavelmente néo foram separadas por IEF, de
modo que o mapeamento utilizando-se o DNA pode diferir do mapeamento feito
com proteinas. Evidéncias crescentes sugerem que marcadores do tipo RFLP

revelam mais polimorfismo entre gendtipos gque os marcadores protéicos
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(Helentjaris et al., 1986; Helentjaris, 1987; Burr et al, 1983). Os marcadores
RFLP séo praticamente ilimitados em numero, estdveis e, em sua maioria,
herdados como marcadores mendelianos co-dominantes, livres de efeitos
pleiotropicos (Evola et al., 1986; Helentiaris ef al.,1985). O grande numero de loci
de RFLP polimérficos no genoma do mitho (Burr et al., 1983; Helentjaris et
al,1985; Evola et al, 1986) permite a construgdo rapida de mapas de ligacdo
(Helentjaris et al., 1986; Coe et al., 1988; Burr et al., 1988).

O mapeamento dos genes de zeina alterados, através da hibridizagdo com
sondas de RFLP dos cromossomos 4 e 7 do milho, utilizou 58 individuos da
populagéo F2. A hibridizagdo do DNA digerido com Eco RI, Hind Ill, Bam Hl e Eco
RV, com as sonda de cDNA dos genes de zeina de 19 e 22 kDa, produziu
padrées de restricdo distintos. Isto pode ser explicado pelo fato das enzimas
cortarem os genes em diferentes regides, sendo que a regido estrutural dos
genes de a-prolaminas ndo possue sitios para a enzima de restricdo Eco Ri
(Larkins et al., 1984). A analise do padr&o de restricdo do DNA dos pais permitiu
identificar o surgimento de algumas bandas e o desaparecimento de outras.
Estas diferengas podem ser devidas a mutagbes que alteram, eliminam ou
adicionam sitios alvos de enzimas de restricdo, ou também a duplicacdo ou
delegdo de um ou mais genes nestes materiais.

O polimorfismo obtido na hibridizagdo com sondas de RFLP, co-
segregando com o polimorfismo obtido em hibridizagdo com os genes de zeina,
permitiu a localizagéo de 6 genes de zeina no brago curto do cromossomo 4,
proximos aos marcadores moleculares php20725, umc31 e fi2. Dos genes
mapeados, trés pertencem a familia das zeinas de 19 kDa e trés pertencem a
familia das zeinas de 22 kDa.

Os genes codificando para as zeinas de 19 e 22 kDa foram mapeados em
loci distanciados nos cromossomos 4, 7 e 10 {Soave ef al., 1978; Salamini &
Soave, 1982). O mapeamento realizado por Scave & Salamini (1984), utilizando
marcadores protéicos, localizou vinte genes de a-zeina no total, sendo 10 no
cromossomo 4 (oito no brago curto @ 2 no braco longo), 9 no brago curto do
cromossomo 7 e um no brago longo do cromossomo 10. Esta organizacao
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mostra a presenca de sitios ou clusters contendo genes codificando para
polipeptideos de zeina de pesos moleculares diferenciados (19 e 22 kDa),
principalmente no brago curto do cromossomo 4, proximo ac marcador f2. Os
autores identificaram 4 genes de zeina de 22 kDa e 3 genes de zeina de 19 kDa
nesta regido. A localizagdo de 3 genes de zeina de 19 e 3 de 22 kDa no brago
curto do cromossomo 4, préximos ao marcador 2, utilizando-se a linhagem
Cat100-6 e o mutante de milho S1587-17, condiz com a descrita por Soave e
Salamini (1984). Este resultado mostra, portanto, que a localizacao dos genes de
zeina mapeados néo foi alterada no somaclone S1587-17.

Quanto ao nimero de genes mapeados, este pode variar conforme a
linhagem de milho analisada. Estimativas para o nimero genes de zeina vio de
menos de 20 (Pedersen et a/, 1980) a mais de 150 genes (Viotti et al.,1979).
Wilson & Larkins (1984) utilizaram clones de cDNA de o-zeina em experimentos
de Southern e estimaram que existem aproximadamente 50 genes de zeina de
19 kDa e 25 genes de zeina de 22 kDa na linhagem W64A. No caso das
linhagens de milho utilizadas em nosso trabalho, foram mapeados seis genes
alterados. Um setimo gene, pertencente a classe de zeina de 19 kDa e
identificado por digestdo com a enzima Eco RI, ndo se mostrou ligado aocs
marcadores utilizados, podendo estar localizado em outro cromossomo, ou até
mesmo em um agrupamento diferente no cromossomo 4. No entanto, o
polimorfismo de restrigdo obtido pela hibridizacdo da sonda de 22 kDa com o
DNA de F2 digerido com Bam HI, mostrou altera¢do em uma uUnica banda de
dificil leitura, ndo tendo sido utilizado no mapeamento. Caso este polimorfismo
cosegregasse com os marcadores utilizados, um quarto gene de zeina de 22 kDa
teria sido mapeado nesta regifo, correspondendo aoc numero de genes
mapeados proximos a estes marcadores e & classe de zeina a que estes genes
pertencem, descritos por Soave e Salamini (1984).

Spena et al. (1982) sugere que a presenca de genes diferentes em um
mesmo agrupamento €& consequéncia do surgimento de variantes de peso
molecular, devido a ocorréncia de mutages nonsense, resultando na terminacao
prematura da transcrigdo. Os genes de zeina possuem uma alta taxa (32%) de
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cédons que podem mudar para cédons de terminagdo em uma Unica alteracgéo,
sendo que a frequéncia de geragdo de codons de terminagdo nestes genes é
duas vezes maior (6,8%) que para a maioria dos genes (Heidcker & Messing,
1986).

Tecnicas simples, tais como coloragéo com iodo e anélise da morfologia e
transparéncia da semente, s&o utilizadas na selego de mutantes de milho, cuja
sintese de carboidratos ou proteinas de reserva tenha sido afetada. Isto levou a
caracterizag@o genética de /oci que afetam a sintese de proteinas de reserva,
como as zeinas, e de enzimas envolvidas na biossintese de amido, como a
glucosil transferase ou sucrose sintetase, além das enzimas responsaveis pela
sintese de antocianina (Heidecker & Messing, 1986).

Como as principais alteragées em genes de zeina, detectadas e mapeadas
no somaclone S1587-17, foram nas classes de 19 e 22 kDa, outros oito
somaclones, denominados $1 a S8, foram selecionados com base em alteragdes
morfoldgicas das sementes, com o objetivo de se detectar alterages nos genes
correspondentes as demais classes de zeina. Sendo as zeinas de 19 e 22 kDa as
principais responsaveis pela extensa heterogeneidade de carga, observada
quando se submete a zeina total a IEF (Heidecker & Messing, 1986), e sabendo-
se que as demais classes de zeina correspondem a uma Unica banda em IEF
(Lee et al., 1976; Righetti ef al., 1977), podem ter ocorrido alteragdes nas classes
de zeina de 10, 14, 16 e 27 kDa em S$1587-17 que nao foram detectadas por esta
metodologia.

A anadlise destes somaclones em SDS-PAGE, juntamente com a linhagem
original, e posterior andlise densitométrica, permitiu detectar alteracdes no
conteudo das diferentes classes de zeina, com excegao da zeina de 10 kDa, cujo
conteudo nac variou significativamente entre os somaclones e Cat100-6. No
entanto, a banda correspondente a esta proteina é fracamente visualizada no gel,
visto que a mesma é pouco abundante no endosperma do mitho. Isto talvez
possa ter prejudicado sua analise densitométrica. Ainda assim, a aplicagéo de
uma quantidade maior de proteina total no gel, prejudicaria a visualizagdo de
proteinas mais abundantes, como as zeinas de 27, 22 e 19 kDa.
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E interessante notar que duas progénies S1 e S7, apresentaram um
aumento de aproximadamente 100% da zeina de 14 kDa, rica em metionina,
quando comparados com Cat100-6, se destacando das demais progénies
analisadas.

O somaclone $1587-17 teve um redugio de aproximadamente 60% no
conteldo da zeina de 22 kDa e também apresentou uma redugdo bastante
acentuada no conteudo da zeina de 19 kDa, comparado-se com a linhagem
original. A alteragio destas proteinas no somaclone $1587-17, pode estar
relacionada com as modificacdes nos genes de zeina de 19 e 22 kDa,
anteriormente descritas neste trabalho. No entanto, é dificil relacionar a
diminuigo destas proteinas com uma alteragdo no nimero de cépias do gene,
visto que nem sempre os genes que sac amplificados ou deletados s&o
expressos, podendo corresponder a pseudogenes. Uma diminuicdo do contetido
de zeina de 22 kDa é observada nos mutantes 02 e f12 (Lee et al., 1976; Jones et
al., 1977, Jones, 1978). Ja a classe de zeina de 19 kDa é afetada principalmente
pelos mutantes o7 e fi2 (DiFonzo et al., 1980; Jones, 1978). A diminuic3o da
classe de zeina de 22 kDa no mutante 02 se deve a um diminuicdo do RNAm
correspondente (Burr & Burr, 1982; Langridge et a/., 1982), e ndo & atribuida a
defeitos em sintese, transporte ou processamento da proteina (Burr & Burr,
1982).

O somaclone S7 foi 0 que apresentou um maior contetido da zeina de 27
kDa, trés vezes maior que o encontrado em Cat100-6. Os demais somaclones,
com excegao de S1587-17, também tiveram um aumento na y-zeina de 27 kDa,
que variou de 1,5 a 2,5 vezes em relacdo a Cat100-6. O desenvolvimento de um
endosperma vitreo em mutantes opaco, verificado em milhos QPM, tem sido
relacionado com um aumento de duas a trés vezes no contelido da y-zeina de 27
kDa (Wallace ef al, 1990). Em cruzamentos reciprocos entre mutantes 02 de
endosperma vitreo e opaco, o grau de modificacdo € altamente correlacionado
com a dosagem de genes modificadores e a quantidade de y-zeina (Lopes &
Larkins, 1991; Geetha et al., 1991). Isto sugere que os modificadores promovem

0 acumulo de y-zeina, estando envolvido na formagéo de um endosperma vitreo.
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O fato dos somaclones S1 e S7 apresentarem um perfil de restricdo
idéntico, diferindo dos demais perfis em anadlise de Southern das zeinas de 14 e
22 kDa, se relaciona com os dados de SDS-PAGE, onde foi verificado um
aumento no conteludo destas duas proteinas nestes mutantes, também
diferenciando-os dos demais. O comportamento diferenciado destes mutantes,
resultando em um aumento da zeina de 14 kDa assim como a diminuigdo do
contetdo da zeina de 22 kDa no mutante $1587-17, direcionou a escolha destas
amostras para um estudo da composigdo de aminoacidos da farinha e da zeina
total.

E interessante notar que dos oito aminoacidos essenciais requeridos pelo
homem e por outros animais monogéstricos, 6 tiveram seu conteido aumentado
na farinha: lisina em S1587-17; leucina em S7: treonina, metionina e isoleucina
em S1 e S7 e valina em todos os somaclones. Na analise do extrato de zeina,
Cat100-6 foi a amostra com o maior contetido de lisina. Os somaclones S1 e S7
mostraram um aumento também no extrato de zeina, do aminoacido metionina,
enquanto isoleucina aumentou em S1587-17 e S1, e fenilalanina em $1587-17 e
Cat100-6. O aumento de lisina no endosperma do somaclone S1587-17 pode ser
relacionado com a diminuigdo do contelido da zeina de 22 kDa verificado em
SDS-PAGE. O mesmo se aplica aos somaclones S1 e S7, que tiveram um
aumento de metionina tanto na farinha quanto na zeina, assim como um aumento
da zeina de 14 kDa, rica em metionina. Mais uma vez é possivel encontrar
relacéo entre os dados de andlise de aminoacidos e os dados de proteina, visto
que S7 mostrou aumento de cisteina, assim como da zeina de 27 kDa, rica neste
aminoacido.

O aumento de metionina, histidina, cisteina e acido glutdmico na fracio
zeina se refletiu em um aumento destes aminoacidos no endosperma. Entretanto,
o0 aumento destes aminoacidos na farinha ndo se deve somente a um aumento
dos mesmos na zeina, visto que a comparagdo das duas analises permite
determinar um aumento destes aminoacidos também na fragdo que corresponde

as demais proteinas.
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Levando-se em conta o fato de que aproximadamente 50% do total das
proteinas na semente madura correspondem as prolaminas, que s&o deficientes
em aminoacidos essenciais como lisina, triptofano e metionina, o milho € um
recurso subdtimo para a alimentacdo do homem. A deficiéncia em lisina e
triptofano é suprida com alimentos derivados da soja. No entanto, este recurso €
limitante em metionina, que é adicionada a dieta através de produtos de
fermentagéo bacteriana. Assim sendo, a andlise genética das proteinas de
reserva ricas em metionina pode fornecer informagées Uteis no melhoramento da
qualidade nutricional do milho.

Phillips ef al. (1981) reportaram a utilizagdo de uma linhagem de mitho
BSSS-53, cujo conteido de metionina é 30% maior do que na linhagem W23.
Esta linhagem foi utilizada em analise de aminodcidos das diferentes fragbes
proteicas do endosperma e verificou-se que a variagdo no contetido de metionina
deve-se, principalmente, a um aumento da classe de zeina de 10 kDa, e
diminuicdo no conteudo da zeina de 22 kDa (Phillips & McClure, 1985). Esta
mesma linhagem foi utilizada no mapeamento do gene que codifica para a zeina
de 10 kDa (Kirihara & Messing, 1988) e na localizagdo de um /ocus que regula a
expressao deste gene no brago curto do cromossomo 4 (Benner ef al., 1989;
Chaudhri & Messing, 1995). Este locus, dzr1, parece ser o responsavel por um
aumento na sintese da zeina de 10 kDa que, consequentemente, leva a um
aumento de metionina. Evidéncias de aumento de metionina devido a presenca
de um gene regulador da zeina de 14 kDa néo foram reportadas. Isto talvez se
deva ao fato de todos os trabalhos realizados utilizarem uma mesma linhagem, a
BSSS-53.

As linhagens normais de milho Oh43 e W23 contém 2,4 e 3,05 g de
metionina/100 g de proteina total, respectivamente (Misra et a/., 1974; Phillips &
McClure, 1985). A linhagem normal de milho Cat100-6 utilizada em nosso
trabalho apresenta aproximadamente 2,3 g de metionina em 100g de proteina
total. Verificou-se que os somaclones S1 e S7 possuem um aumento de
aproximadamente 45% no conteido de metionina do endosperma, e de
aproximadamente 25% no conteudo de metionina da fragdo zeina, em relagéo a
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Cat100-6. Parte deste aumento, portanto, se deve também as outras fragbes
protéicas, ndo zeinas. Quanto ao aumento de metionina na zeina, este se deve a
um aumento no conteudo da proteina de 14 kDa verificado nestes materiais,
como descrito anteriormente. Para confirmar um aumento na expresséo do gene
correspondente & proteina de 14 kDa, analisou-se o nivel de transcritos do gene
da f-zeina através de Northern blot.

A linhagem original e os somaclones S1587-17, S1 e S7 foram utilizados
em experimentos de Northern blot para se analisar a express@o dos genes de
zeina de 14, 19 e 22 kDa ao longo do desenvolvimento. A data de inicio em 10
DAP foi escolhida com base do inicio da transcricdo dos genes de zeina em 12
DAP, descrita por Jones et al. (1977). Embora o mesmo autor tenha determinado
o término da sintese em 50 DAP, o Ultimo estagio analisado em nosso trabalho foi
o de 28 DAP, com base em observagdes descritas por Marks et a/. (1985), de que
apds este estagio, o nivel de RNA declina gradualmente.

O resultado da analise de Northern blot com o gene de zeina de 14 kDa
mostra que os somaclones S1 e S§7 tiveram um aumento de aproximadamente
trés vezes na quantidade de transcritos do gene de zeina de 14 kDa, quando
comparados com Cat100-6. A expressao deste gene se iniciou em 10 DAP, em
S1 e §7, e somente em 18 DAP na linhagem original. Este inicio de transcrigéo
em 18 DAP, com um alto conteudo de transcritos, ndo se relaciona com os dados
descritos por Kirihara ef al. (1988), utilizando a linhagem W23 na hibridizagio
com o gene de zeina de 14 kDa. Como o RNA estava presente em todos os
estagios do desenvolvimento, o que pode ser confirmado pelos géis
correspondentes, corados com brometo de etideo, a auséncia de ao menos uma
pequena quantidade de transcritos em 14 DAP pode ser explicada por um
artefato da técnica de hibridizagdo. Além do inicio de transcrigdo tardio, Cat100-
6 teve uma queda de aproximadamente 50% na expressdo em 28 DAP, enquanto
nos somaclones S1 e S7 a expressdo se manteve estdvel neste estagio. Este
comportamento, com um alto nivel de transcritos observado nos mutantes S1 e
S7 em 28 DAP, esta de acordo com o observado por Kirihara et al. (1988), na
linhagem BSSS-53. Os dados obtidos por MNorthern indicam, portanto, gue o
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grande aumento no conteldo de metionina de S1 e S7, pode estar relacionado
com o aumento da proteina de 14 kDa, rica em metionina, e com o aumento do
nivel de transcritos deste gene nestes materiais, o que faz destes mutantes um
recurso para a analise da regulagéo do gene de zeina de 14 kDa, ainda pouco
estudado.

Analise de Northern da zeina de 19 kDa mostrou uma variagao pouco
significativa entre a linhagem Cat100-6 e os somaclones. O grafico produzido
por andlise densitométrica mostra uma maior quantidade de transcritos em
Cat100-6. As oscilagbes no nivel de transcritos nos estagios do desenvolvimento
18, 22 e 28 DAP néo foram significativas, e podem ser explicadas por pequenas
diferengas na quantidade de RNA destas amostras aplicadas no gel.

Ja a analise de Northern blot da zeina de 22 kDa, de Cat100-6 e dos trés
somaclones, mostra uma menor expresséo deste gene na linhagem original e em
S1587-17, o que pode ser relacionado com uma menor quantidade da proteina
verificada nestas amostras por SDS-PAGE e com o aumento de lisina, observado
na analise de aminoacidos do endosperma de S1587-17 e na andlise do extrato
de zeina de Cat100-6. As alteragdes verificadas nos genes de zeina de 22 kDa,
tanto ao nivel de proteinas expressas, quanto ao nivel da taxa de transcrigéo
destes genes, podem estar relacionadas com regulagéo pelo /ocus 02, visto que
a sonda o2 utilizada no mapeamento mostrou-se polimérfica para os dois
materiais. No entanto, seria necessaria a andlise de Northern deste gene para
verificar se ocorreria diferenca de expressdo em Cat100-6 e em S1587-17.

As alteragbes do gene de zeina de 14 kDa em S1 e S7 n&o parecem estar
relacionadas com uma mutagdo no gene 02, visto que os mutantes 02
apresentam uma diminui¢&o na taxa de sintese desta zeina, de aproximadamente
60%, como reportado por Cord Neto et a/. (1995). Enquanto as mutagdes o2 e f/2
resultam em um decréscimo no conteddo de zeinas, nas sementes dos
somaclones S1 e S§7 uma classe de zeina, a de 14 kDa, é aumentada. O
mecanismo que levou a um aumento no contelido desta proteina e na taxa de
transcric&o nao foi elucidado. Uma futura analise do promotor deste gene nestes
materiais pode levar & descoberta de sequéncias reguladoras responsaveis por
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este aumento. Embora n&o tenham sido identificados foci regulatérios para este
gene, esta hipotese ndo pode ser de todo descartada. A implementagéo de uma
populagdo F2, obtida a partir de cruzamento entre a linhagem original Cat100-6 e
um dos somaclones, S§1 ou S7, em experimentos de mapeamento, pode levar a
localizag&o do gene alterado e de seu possivel locus regulatério.

A descoberta destes mutantes, com alteragdes nos genes de zeina de 14
kDa pode levar, a longo prazo, a descoberta de novos mecanismos responsaveis
pelo aumento da express&o desta proteina, com consequente aumento no

contetido de metionina, contribuindo para o0 melhoramento nutricional do milho.
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CONCLUSOES

1. As principais classes de zeina alteradas no somaclone S1587-17 foram as a-
zeinas de 19 e 22 kDa.

2. Cinco genes de zeina de 19 e 22 kDa foram agrupados em dois grupos de
ligagéo, por analise de segregacao da populagdo F2 em IEF. Os polipeptideos 1
(22 kDa), 3 (22 kDa) e 4 (19 kDa) foram agrupados em um cluster, separados dos
polipeptideos 2 e 6, ambos de 22 kDa, e agrupados em um segundo cluster.

3. Seis genes de zeina alterados em S1587-17, sendo trés deles pertencentes a
familia das zeinas de 19 kDa e trés correspondentes a familia das zeinas de 22
kDa, foram mapeados no brago curto do cromossomo 4, proximos aos
marcadores moleculares UMC 31, php20725 e fi2. A localizagdo destes genes
néo foi alterada no somaclone $1587-17.

4. A analise fenotipica de alteragGes nas sementes, combinada com a técnica de
SDS-PAGE, permitiu a identificagdo de mutantes com alteracbes significativas
nas classes de zeina de 14, 22 e 27 kDa. Foram identificados dois mutantes, S1
e §7, com um aumento de aproximadamente 100% na proteina de 14 kDa,
quando comparados com a linhagem da qual foram derivados, Cat100-6. O
somaclone S7 mostrou também um aumento de aproximadamente 3 vezes no
conteudo da y-zeina de 27 kDa, enquanto o somaclone S1587-17 teve uma
diminuicdo de aproximadamente 60% no contelido da zeina de 22 kDa, em
comparagao com Cat100-6.

5. O perfil de restricdo, obtido por analise de Southern com as sondas de zeina

de 14 e 22 kDa, diferenciocu os somaclones S1 e §7 dos demais somaclones.
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6. Os somaclones S1 e S7 apresentaram um alto contelido de metionina no
endosperma e na fracéo protéica zeina. Houve um aumento de aproximadamente
45% no conteudo deste aminoéacido essencial, com relagéo a linhagem de milho
Cat100-6. Este aumento se deve, provavelmente, a uma maior quantidade da

proteina de 14 kDa, rica em metionina, encontrada nestes mutantes.

7. Os somaclones de milho S1 e S7 apresentaram um aumento de 3 vezes na
taxa de transcricdo do gene de zeina de 14 kDa, quando comparados com a
linhagem original Cat100-6, acarretando um aumento da produg&o da proteina.

8. O somaclone $1587-17 apresentou um baixo nivel de transcritos do gene de
zeina de 22 kDa, expﬁcando o baixo conteldo desta proteina encontrado neste

mutante.,

9. A caracterizagdo destes mutantes com alteragdes nas proteinas de reserva é
de fundamental importancia no estudo de regulagdo dos genes de zeina,
permitindo, a longo prazo, a obtengdo de sementes mais ricas em proteinas e

aminoacidos essenciais.
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