CARACTERIZACAO DOS PADROES PROTEICOS DO
ENDOSPERMA DO MILHO E SUA RELéCAO COM A
ESTRUTURA FiISICA DO GRAO!

RESUMO - As propriedades fisicas do grido de milho
sdo de grande importancia no processamento desse ce-
real, embora pouco se conhega sobre os fatores bioqui-
micos, moleculares e estruturais que afetam essas ca-
racteristicas. A conversdo do endosperma opaco em Vi-
treo envolve uma relacdo intrinseca entre proteinas e
corpos protéicos, numa distribui¢do espacial e temporal
especifica durante todo o periodo de formaggo do en-
dosperma. Desse modo, 0 acompanhamento das altera-
¢oes quantitativas das fragdes protéicas do endosperma
poderia contribuir para o conhecimento dos mecanis-
mos genéticos e bioquimicos envolvidos no processo.
Utilizando-se de um genétipo indigena ‘BOL II’ (mu-
tante), com caracteristica fenotipica de endosperma
opaco € mole, e uma linhagem Hibrido Simples (pater-
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no) do ‘BR201°, de endosperma duro e vitreo, foram
feitas avaliages de densidade (método da proveta) e
dos padrdes protéicos desses genoétipos individualizados
e dos cruzamentos reciprocos entre eles, mediante o uso
de eletroforese de poliacrilamida e densitometria a la-
ser. Os padrdes protéicos referentes as geragdes Fy, F, e
F; desses cruzamentos e de outros genotipos indigenas
referenciais foram estudados. Os resultados indicaram
que a heranga de densidade do endosperma € do tipo
monogénica. Além disso, as analises da geragdo F,; re-
velaram que existe, para a fragdo protéica das ‘ndo-
zeinas’, um padrédo de polipeptideos que pode estar as-
sociado a caracteristica fisica de opacidade/vitreosidade
do endosperma, podendo, assim, servir como um indi-
cador molecular para essa caracteristica.

TERMOS PARA INDEXACAO: Mitho, endosperma, proteina, estrutura fisica, dureza.

CHARACTERIZATION OF THE PROTEIN PATTERNS FROM MAIZE
ENDOSPERM AND THEIR RELATIONSHIP WITH THE PHYSICAL
STRUCTURE OF THE GRAIN

ABSTRACT - The physical properties of corn grains
are very important for its processing, although little is
known about the biochemical, molecular and structural
factors affecting this trait. The conversion of an opaque
into a vitreous endosperm involves an intrinsic
relationship between proteins and protein bodies, in a
specific spatial and temporal distribution throughout
the whole period of endosperm formation. Thus, a
contribution to the knowledge about the genetic and
biochemical mechanisms involved in this process could
be achieved by following quantitative changes in the

protein fractions of the endosperm. By using both an
exotic mutant genotype (‘BOL II’), with opaque and
soft endosperm, and a Single Hybrid (paternal) line of
the °‘BR201° cultivar, with hard and vitreous
endosperm, the protein patterns for these individual
genotypes, as well as for their reciprocal crosses, were
evaluated through polyacrylamide gel electrophoresis
and laser densitometry. The protein patterns referring
to the F;, F, and F,3 generations from those crosses,
and to the other exotic genotypes (used as a reference),
were studied. The results indicated that endosperm
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density is a monogenic trait. Furthermore, the analyses
for the F; generation revealed, at least for the ‘non-
zein’ fraction, that there is a possible association

between the polypeptide pattern obtained for the
endosperm and its opaque/vitreous phenotype, which
might serve as a molecular tracer for this trait.

INDEX TERMS: Maize, endosperm, protein, physical estructure, hardness

INTRODUCAO

Apesar do potencial que o milho apresenta
como fonte protéica, contendo cerca de 10% de pro-
teina na matéria seca do gréo, ele € considerado um
alimento energético para seres humanos e animais
monogastricos, gragas a sua deficiéncia em aminoa-
cidos essenciais, como a lisina e o triptofano (Lopes,
1993). O endosperma do milho é um tecido de ar-
mazenamento que corresponde a aproximadamente
85% do peso seco do grio. Por constituirem a maior
parte do gréo, os componentes do endosperma sio
essenciais na defini¢do das propriedades quimicas e
fisicas (Wolf et al., 1952). Dentre as proteinas totais
do endosperma, a fragio denominada ‘néo-zeina’ é
composta por proteinas estruturais, inibidores de
proteases, enzimas, etc., com fun¢des distintas das
proteinas de reserva, ou ‘zeinas’. Entretanto, as nio-
zeinas também podem atuar secundariamente como re-
serva, possuindo, inclusive, um valor nutricional maior
e mais balanceado (Wallace et al., 1990).

Um frouxo empacotamento dos componentes do
endosperma leva a formagdo de espacos preenchidos
com ar, que bloqueiam a passagem da luz através da
semente madura; por essa razio, mutantes desse tipo
sdo geralmente conhecidos como opacos (Lopes, 1993;
Robutti et al, 1974). Desde o surgimento do mutante
opaco-2 (02), caracterizado pelo elevado teor de lisina
e triptofano, e apresentando fenétipo opaco, varios ou-
tros mutantes tém sido caracterizados (Soave e Sala-
mini, 1984; Lopes, 1993). Por causa da presenga de ca-
racteristicas desejaveis, muitos desses mutantes vém
sendo incorporados em programas de melhoramento.
Contudo, em virtude de outros efeitos pleiotropicos e
deletérios associados a esse fendtipo, o seu aproveita-
mento so6 € possivel por meio do uso de modificadores
genéticos capazes de restaurar as caracteristicas agro-
némicas desejaveis. Um desses efeitos indesejaveis se-
ria, por exemplo, o fato de sua semente possuir um en-
dosperma com pouca densidade, o que a torna bastante
suscetivel ao ataque de insetos; além disso, quebra fa-
cilmente durante o manuseio. Portanto, o estudo € a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na ag@o des-
ses genes sdo de fundamental importancia para o seu
aproveitamento no desenvolvimento de variedades com

graos melhorados no que se refere a qualidade protéica
e as caracteristicas fisicas.

O aperfeigoamento de técnicas biotecnoldgicas
permitiram o avango no conhecimento das bases gené-
ticas e dos mecanismos envolvidos na expressdo das va-
rias caracteristicas de interesse agrondmico, tais como:
dureza do grdo, teor de aminoacidos essenciais, entre
outros. Essas ferramentas constituem um importante
apoio aos programas de melhoramento voltados para
obtenc@o de milhos QPM, ou “Quality Protein Maize™.
Esses sdo genétipos do tipo ‘opaco-modificados’, se-
melhantes aos mutantes opacos-2 em termos de quali-
dade nutricional, diferindo, porém, no aspecto fisico do
endosperma. Ha também fenétipos de milhos indigenas
que apresentam graos opacos de baixa densidade, se-
melhantes aos mutantes opaco-2; porém, apresentam
baixa qualidade protéica, como os fenétipos comerciais
(vitreos). Observou-se que essas populagdes indigenas
ndo estavam incluidas em nenhuma classe conhecida de
mutantes para a densidade do endosperma, apresentan-
do, portanto, um grande potencial para futuros estudos
acerca dos mecanismos que afetam a estrutura e quali-
dade protéica do endosperma em milho.

A densidade € caracteristica que estd relacionada
com a dureza: o grdo mais denso € conseqiiente-
mente mais duro, possui um maior peso € € menos
suscetivel a quebra durante os processos de secagem,
armazenamento e classificagdo. Apesar de a vitreo-
sidade e a dureza serem comumente utilizadas para
se referir a textura do gréo, tais termos ndo se refe-
rem a mesma propriedade. A vitreosidade esta mais
relacionada com a “aparéncia” do endosperma, en-
quanto que a dureza se refere nitidamente a uma
propriedade fisica (Shull, 1988). Apesar de a dureza
ser de fundamental importancia para o processo
produtivo do milho, ha pouco conhecimento sobre os
fatores bioquimicos e estruturais que governam essa ca-
racteristica (Lopes, 1993). Cavanaugh et al. (1995), pelo
uso da selecdo recorrente, mostraram que ha pouca corre-
lagdo entre a produtividade, a qualidade protéica e a dureza
do endosperma, sugerindo com isso que, no curso da sele-
¢do, faz-se necessério a utilizagfio de avaliagdes especifi-
cas para essas caracteristicas.
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Dentro desse contexto, o objetivo principal do
presente trabalho foi a caracteriza¢do dos padrdes ele-
troforéticos de polipeptideos e sua possivel associagio
com as caracteristicas fisicas do endosperma. Também
foi realizado o estudo do efeito da dosagem de alelos
nessas caracteristicas, como forma de contribuir para o
conhecimento sobre mecanismos genéticos e bioquimi-
cos envolvidos na formacio do endosperma do milho.

MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos nos campos ex-
perimentais do CNPMS/EMBRAPA e nos Laboratérios
do Nucleo de Biologia Aplicada (NBA-
CNPMS/EMBRAPA). A estratégia basica utilizada
consistiu em se cruzar um hibrido simples de endos-
perma vitreo (‘BR201°) com um milho indigena de en-
dosperma farinaceo (opaco - ‘BOL II”’), obtendo-se po-
pulagdes F,. Estas foram, posteriormente, autofecunda-
das para a obtengdo de populagdes segregantes F, e F,5
quanto aos fendtipos opacos, semi-opacos € vitreos.

Para a determinacgio da associagfo entre dosa-
gem de alelos e densidade dos gréos, utilizaram-se se-
mentes do cruzamento entre o ‘BOL II’ X ‘BR201’,
bem como do seu reciproco. As sementes obedeceram a
uma ordem gradual de dosagem de alelos - ‘BOL II’
(aaa), ‘BOL II’ x ‘BR201’ (aaA), ‘BR201’ x ‘BOL II’
(AAa), e ‘BR201’ (AAA). Na geragdo F, 3, os individu-
os foram escolhidos com o auxilio de um translumina-
dor, formando-se dois grupos de amostras para essa ge-
ragdo, isto é, fenétipos opaco e vitreo. Para se determi-
nar a densidade, padronizou-se a umidade das semen-
tes, colocando-as em estufa a 37°C por trés dias, se-
guindo-se, entdo, os procedimentos descritos por Kinep
e Mason (1989). Foram pesados 50 grdos em uma pro-
veta de 50 ml (m,) e o volume foi completado até 30ml
com etanol absoluto (densidade = 0,78612g/ml), regis-
trando-se o peso total correspondente (m,). A densidade
‘d’ (g/ml) foi calculada segundo a equaciio: d = m; /
{30 - [(m, - m;) / 0.786121}.

A extragfo de proteinas total foi feita em mi-
crotubos de 1,5 ml, adicionando-se 100mg de endos-
perma pulverizado a 1,0 ml de tamp#o de extragio - bo-
rato de sédio 12,5 mM (pH 10,0); SDS 1,0 %; 2-B-
mercaptoetanol 2,0 % (v/v). Centrifugaram-se as
amostras a ~11.000 x g por 10 min. A extragio das
ndo-zeinas foi feita baseando-se na fragdo anterior, em
que o sobrenadante de cada amostra foi transferido para
outro microtubo, adicionando-se etanol absoluto, de
modo a obter uma concentragio final de 70% (v/v).

Centrifugou-se o material a ~11.000 x g durante 15 mi-
nutos, separando-se, assim, as fragGes soltveis (sobre-
nadante) contendo as zeinas, do pellet precipitado cor-
respondendo a fracdo ndo-zeina. Para a precipitagdo
das zeinas a partir do sobrenadante anterior, coletaram-
se aliquotas de 200ul, adicionaram-se 1200ul de aceto-
na na proporgio 1:6, incubou-se o material a 4°C por
um periodo minimo de 4 horas, e repetiu-se o procedi-
mento de centrifugacfio anterior. O pélete obtido nessa
etapa representou a fragdo zeina.

Para as analises do perfil protéico das fragdes
acima isoladas, optou-se por géis de poliacrilamida
desnaturantes de 1,5mm de espessura, contendo gel
concentrador a 6% (pH 6,8) e gel separador de gradi-
ente (pH 8,8), numa faixa de 7,5% a 17,5% (Laemmli,
1970). Para a avaliacdo da gerac¢do F,s, escolheram-se
duas familias com caracteristicas fenotipicas contras-
tantes para o grao - opaco e vitreo - dispondo-se cada
uma em uma metade do gel. Foram realizadas trés re-
peticOes para cada experimento. Para a anélise de pro-
teina total, utilizaram-se 60pl do primeiro sobrenadante
(vide acima), adicionando-se 40ul de corante-tampio
de amostra (0,2% de azul bromofenol (p/v), tris-HCl
25mM, glicerol 50%); para a analise dos péletes de
ndo-zeinas e zeinas, esses foram ressuspensos em 60ul
do tampé@o original de extracdo, adicionando-se entdo
os mesmos 40 pl do corante-tampdo de amostra. Esses
materiais foram fervidos por 5 minutos antes de serem
aplicados ao gel (15ul de amostra por canaleta para
proteina total, e 12pl para nio-zeinas e zeinas). Proce-
deu-se as eletroforeses a uma amperagem constante de
50 mA, durante um periodo médio de 12 horas. Os géis
foram corados em solugdo de Coomassie Blue R-250,
por um periodo de 8 horas, e descorados em acido acé-
tico 10% (v/v) por ~6 horas.

Para as anélises de densitometria no equipa-
mento “Densitometer SI” (Molecular Dynamics), foram
escolhidos os polipeptideos dentro de uma mesma faixa
de peso molecular e que mostraram diferencgas visiveis
entre os genotipos. Escolheram-se bandas de maior ta-
manho e delimitou-se sua area, a qual foi utilizada para
individualizar as demais bandas de interesse. Os resul-
tados corresponderam a valores adimensionais de ab-
sorbancia, na unidade “Relative Pixel Density”, ou
RPD, os quais foram tabulados para proceder-se as
analises estatisticas. Os valores densitométricos foram
analisados estatisticamente usando o programa MSTAT.
Diferengas entre médias foram avaliadas pelo teste de
Tukey, a 5% de significincia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando o carater tripldide do endosperma,
procurou-se acompanhar o efeito da dosagem de alelos
usando cruzamentos reciprocos entre o hibrido simples
‘BR201°, de endosperma duro e fendtipo vitreo, e o
milho indigena ‘BOL II’, de endosperma fariniceo e
fenétipo opaco. Como foi observado, as sementes origi-
nadas do cruzamento entre esses materiais apresenta-
ram somente endosperma com caracteristica vitrea.
Além disso, os resultados do teste de “qui-quadrado”
para as populacdes segregantes da geragdo F,:3
(p<0.05) sugerem a hipdtese de heran¢a monogénica
para essa caracteristica (Tabela 1).

Nesse sentido, todavia, seria recomendada
cautela nas conclusdes, visto que: (i) uma maior
amostragem experimental poderia gerar resultados
distintos, (ii) a expressividade do carater pode ter
influenciado na avaliagdo da segregacdo fenotipica
das sementes (agdo de possiveis genes modificado-
res), e (iii) sementes com caracteristicas fenotipicas
opacas podem ter sido confundidas com semi-opacas
e vice-versa, efeito este decorrente das limitagdes
naturais da técnica disponivel (caixa de luz) para ava-
liac8o dessa caracteristica.

No estudo da determinagfo das caracteristicas fi-
sicas das sementes, foram realizadas analises de densi-
dade em duas geragdes (F; e F,3), em fungdo da carac-
teristica fenotipica de opacidade/vitreosidade do endos-
perma. Dessa forma, procurou-se verificar se o tipo de
heranca proposto para essa caracteristica (monogénica
dominante) estaria associado ou ndo com o tipo de he-
ranga para densidade do grdo. Como paridmetros de
comparagdo e controle, utilizaram-se outros genoétipos
contrastantes quanto a opacidade/vitreosidade (Figura
1). No geral, os valores de densidade obtidos revelaram,
estatisticamente, haver um efeito da dosagem de alelos

na determinaggo da densidade do endosperma, sugerin-
do, assim, que essa caracteristica estaria provavelmente
sujeita a efeitos genéticos distintos do mecanismo de
heranc¢a proposto para opacidade/vitreosidade. Como se
percebe, a maioria das sementes vitreas (cruzamento
‘BR201° x ‘BOL II’ [AAa], genétipos ‘BR201° [AA] e
‘BR451°, e fenétipo vitreo segregante da F,3) apresen-
taram valores de densidade significativamente maiores.
Uma importante excegdo foi identificada, a qual ilustra-
ria a provavel diferenca entre os mecanismos genéticos
que governam densidade e vitreosidade: as sementes do
cruzamento ‘BOL II’ x ‘BR201” (genétipo 2, Figura 1)
apresentaram baixa densidade, porém com fenétipo vi-
treo. No primeiro caso, aparece um possivel efeito aditivo
dos alelos; no segundo, a presen¢a do unico alelo derivado
do progenitor vitreo (‘BR201°) foi suficiente para a expres-
sdo desse carater, sugerindo, portanto, heranga monogénica
dominante. No campo especulativo, e aliado aos dados
acima discutidos, o fato de o genétipo indigena MT II (5),
de endosperma farinaceo e opaco, ter sido o de menor valor
para densidade poderia sugerir uma associagéo entre
essas duas caracteristicas. Contudo, outros experi-
mentos envolvendo linhagens contrastantes para es-
sas caracteristicas seriam necessarios para avaliar
mais precisamente essa possibilidade.

Com as anélises dos padrdes protéicos obtidos
por eletroforese (Figuras 2 e 3), procurou-se verifi-
car se havia alguma altera¢fo nesses padrdes que fosse
consistente com as diferencas fenotipicas, i.e., poli-
peptideos possivelmente correlacionados com opacida-
de/vitreosidade. Para isso, utilizou-se a geragdo segre-
gante F,3. Na faixa de peso molecular compreendida
entre 66 a 29kDa, o padrio eletroforético de proteina
total para individuos da geragdo F,; do cruzamento
entre o ‘BR201° x ‘BOL II’ revelou algumas dife-
rengas entre os materiais segregantes para o

TABELA 1 — Numero de plantas F, e de plantas F,; segregantes para os fendtipos opacos e semi-opacos (s-

0pacos).
Material Fendétipo dos Graos
Fopelasio ¥ opacos s-opacos Total X?
BR-201 X BOL-II F, 81 332 413 6,39™
BR-201 X BOL-II F,5 16 80 96 3.56**
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FIGURA 1 - Distribuicio dos valores de densidade dos genitores da geragdo F; e os seus cruzamentos reciprocos 1
-BOL II; 2 - BOL II X BR201 HS; 3 - BR201 HS X BOL II; 4 - BR201. Os genétipos indigenas: 5 - MT II; 6 - PR
I; 7- P. CHILENO. Um QPM, 8 - BR451. Fenétipos opacos e vitreos da Geragdo F,; do cruzamento BR201 x BOL
IT (9 e 10 respectivamente). ¥Médias com a mesma letra n3o diferem significativamente pelo Teste de Tukey, ao

nivel de 5% de probabilidade.

fenétipo opaco (Figura 2a). Apesar de as médias den-
sitométricas terem sido estatisticamente semelhantes
em alguns individuos contrastantes, observa-se uma
tendéncia de agrupamento entre a quantidade dos poli-
petideos (e.g., 61e 34 kDa) avaliada em RPD (ver mé-
todos) e os individuos de mesmo fendtipo (Figura 2b,
Tabela 2). Nesse sentido, poder-se-ia especular que, a
medida que se avanga com autofecundagdes nas gera-
¢cbes seguintes, estar-se-ia favorecendo a fixagdo (por
homozigose) das caracteristicas contrastantes. E plausi-
vel que o acimulo diferenciado desses polipeptideos
possa estar relacionado com o endosperma opaco e/ou
vitreo, apesar de que uma possivel relagdo de causali-
dade entre eles é desconhecida até o momento. O mes-
mo comportamento evidenciado para proteina total foi
obtido no padrdo eletroforético da fracdo ndo-zeina da
geragdo F,5 (Figura 3, Tabela 2). As diferencas entre os
materiais, mais uma vez, sio confirmadas na mesma
faixa de peso detectada anteriormente, ou seja, entre 66
a 29kDa. Isso sugere que a associa¢@o encontrada nos
dois casos seria atribuida a polipetideos pertencentes a
fragdo ndo-zeina. Esse fato viria a reforcar uma idéia

ainda n3o levantada de que as caracteristicas fisicas do
endosperma do milho poderiam ser também influencia-
das pelo conteiido de ndo-zeinas, € ndo somente pelo
contetdo de proteinas de reserva (Dombrink-Kurttzman
e Bietz, 1993; Lopes 1993).

A utilizagio de experimentos de focalizaggo iso-
elétrica (IEF), em todos os casos aqui avaliados, apare-
ce como importante alternativa para o aprofundamento
dos estudos comparativos de composi¢do protéica do
endosperma, associados ou ndo com a sua caracteristica
fenotipica. Tal tecnologia poderia fornecer pistas im-
portantes a respeito de uma possivel decomposigdo
das bandas (analisadas por densitometria) em mais
de um polipeptideo de mesmo peso molecular,
aprofundando, assim, o conhecimento acerca das re-
ais associacdes de sintese e composi¢do protéica com
estrutura fisica do endosperma. Também a adogdo de
outros métodos mais eficazes na avaliagdo das ca-
racteristicas fisicas do endosperma (por exemplo, a
densidade) poderiam contribuir para uma melhor
analise associativa entre fenétipo e conteudo pro-
téico do mesmo.
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FIGURA 2 - (a) Padrio eletroforético de proteina total em gel de poliacrilamida (gradiente 7,5% a 17,5%) com os
genotipos dos individuos segregantes da geragio F,s, 1 a 9 (gréos opacos), 10 a 18 (grios vitreos); (b) Distribui¢do
dos valores percentuais de RPD (proteina total) para os polipeptideos de 61, e 34kDa dos progenitores da geragéo
da gerag@o F,;.
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FIGURA 3 - (a) Padrao eletroforético de nfo-zeinas em gel de poliacrilamida (gradiente 7,5% a 17,5%) com os
genotipos dos individuos da geracdo Fs,, 1 a 9 (grios opacos), 10 a 18 (gréos vitreos); (b) Distribuicdo dos valores
percentuais de RPD (n#o-zeinas) para os polipeptideos de 61 e 34kDa dos progenitores da geragdo da geragdo Fys.
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TABELA 2 - Valores médios de RPD da Geragdo F,s, em RPD¥*, para as fragdes proteina total e nio-zeinas -

gréos opacos (1 a 9) e vitreos (10 a 18).

Proteina total Nao-zeinas

i 61kDa 34kDa 61kDa 34kDa
1 bed abedef abc abc
2 def bedef abed abed
3 a a ab a
4 bede abedef cd bede
5 abc ab abed bede
6 cde abed abed abcde
7 bede abcde abed abcde
8 ab abedefg abed abed
9 abc abc a ab
10 f efg bed bede
11 f g cd cde
12 ef defg bed bede
13 f fg cd de
14 cef bedefg abed bede
15 f fg d cde
16 df cdefg bed cde
17 def bedefg abed bede
18 ef defg d e

*Médias com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (P>0.05) pelo Teste de Tukey.

CONCLUSOES

a) Baseado no contetido tripléide do endos-
perma, a avaliagdo de familias segregantes dos cru-

zamentos reciprocos entre o ‘BOL II’ X ‘BR201’°
permitiu a identificacdo do efeito de dosagem de
alelos na densidade do grio.
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b) Os resultados de segregacdo dos fenétipos
opaco e vitreo na geragdio F,:;, bem como dados da
analise de densidade do grdo em distintos genotipos,
reforcam a hipétese de heranca monogénica dominante
para essa caracteristica.

¢) O perfil das fragdes protéicas estudadas
(‘proteina total’ e ‘ndo-zeina’) e a quantificagdo por
densitometria dos polipeptideos analisados para a gera-
¢80 F,:; permitiram uma associag@io entre o conteudo
de proteina e a vitreosidade/opacidade do endosperma,
podendo ser utilizadas como indicadores moleculares
para essa caracteristica.

d) Os resultados demonstraram haver associagéo
entre polipeptideos da fragdo nfio-zeina com os fenoti-
pos vitreos ou opacos. Além disso, observou-se o efeito
da dosagem de alelos no endosperma (tripl6ide) no que
diz respeito aos fenétipos opaco (menos denso) e vitreo
(mais denso), sugerindo que essa caracteristica se trata
de uma heranga monogénica.
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